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本論文では以下のような略名を用いた。 
 
3D-HPLC : 3 dimensional high performance liquid chromatography   
5-HT : 5-hydroxytriptamine   
Acetyl-CoA : Acetyl-Coenzym   
ACh : Acetylcholine   
Bmax : Maximal binding capacity   
BSA : Bovine serum albumin   
Carbachol : Carbamylcholine chloride   
cDNA : complementary DNA   
ChAT : Cholineacetyltransferase   
CMC : carboxylmethyl-cellulose sodium   
DKT : Daikenchuto、大建中湯 
DW: distilled water. 
EDTA : Ethylenediamine tetraacetic acid   
EHC : Ethylhomocholine   
G : Ginseng、人参 
H&E : Hematoxyline-eosin   
ISH : In situ hybridization   
KCNK : two-pore potassium channel   
Kd : Dissociation constant   
mRNA : messenger RNA   
MS : Maltose syrup、 膠飴 
Fisher’s PLSD test : Fisher’s protected least significantly difference test   
PMSF : phenylmethlsulfonyl fluoride   
POI : Postoperative ileus 
PG : Processed ginger、乾姜 
[3H]QNB : 1-Quinuclidinyl [phenyl-4-3H] benzilate   
RT-PCR : reverse transcription-polymerase chain reaction   
RR : Ruthenium red 
SB : SB204070 
TRP/TRPV1: transient receptor potential/vanilloid receptor subtype 1 
VR1 : vanilloid receptor subtype 1   
ZF : Zanthoxylum fruit、山椒 
 
論文中の初出で括弧内に略名を示し、以後は略名を使用した。
- 1 - 
 
第一章 序論：漢方薬および大建中湯 
 
第一節 研究概要 
  
漢方は、中国の伝統医学「中医学」にその起源があるが、奈良時代に日本へ伝播した
後、わが国の風土や気候、日本人の体質などに合わせて独自に発展した日本の伝統医学
である (1)。1976 年に漢方エキス製剤が保険適用されるようになり、日本の保険医療シ
ステムに導入された。しかしながら漢方療法は、作用機序が不明、質の高い臨床研究の
報告がない、国際的評価がないなどの理由から、これまで標準的な治療としてあげられ
ることが少なかった(2)。しかし近年は漢方の効果や作用機序についての様々な研究が
進み、国内のみならず海外での評価も徐々に高まりつつある。その最たる例として、大
建中湯の消化管運動能に関する米国メイヨークリニックでの臨床試験があげられる(3)。
大建中湯は山椒（サンショウ、Zanthoxylum fruit），乾姜（カンキョウ、Ginger）、人参（ニ
ンジン，Ginseng）および膠飴（コウイ，Maltose）の四つからなる。適応は「腹が冷え
て痛み、腹部膨満感のあるもの」とされ、腹部膨満、下腹痛といった診断名で 1 日 7.5
～15 g の処方が可能である。大建中湯は消化器外科領域で幅広く使用され術後イレウ
スの改善、腸管癒着防止を期待して使用されている (4)。 
メイヨークリニックでの健常人を対象とした無作為化二重盲検プラセボ対照用量反
応試験では、胃腸管輸送能と大腸輸送能をシンチグラフィー法により測定し、大建中湯
が結腸充填率と上行結腸での排出を促進させることが報告されている (3)。また、これ
まで薬効成分が一つに絞り切れないことなど多成分系の複合薬剤であることが障害と
なり、漢方薬の薬物動態に関する研究は皆無に等しかったが、質量分析技術の発展に伴
い漢方薬に含まれた微量成分の検出が可能となり、大建中湯については、健常者を対象
とした探索的・定量的薬物動態試験が実施されて、主要成分の血中動態が明らかとなっ
ている(5, 6)。 
大建中湯の薬効薬理については、これまでに動物による基礎研究が多数報告されてい
る。これらの報告を概観すると、犬 (7)、マウス (8)およびラット (9)において、in vivo
での腸管運動亢進作用が明らかとなっており、その作用機序としてコリン作動神経系や
5-HT3, 4受容体の関与が示唆されている (7, 10)。また、モルモット摘出腸管を用いたin 
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vitroの試験では主として平滑筋収縮作用が示唆されているが、電気刺激によって過収縮
の状態を引き起こした場合には逆に収縮抑制作用が見られるなど (11)、消化管運動能に
ついては病態に応じ二面性があると推察されている。また、小腸および大腸の腸管血流
を増加させることなど、大建中湯には、他のプロカイネティックスには見られない独特
な作用があることも報告されている (12, 13)。 
これまでの研究から浮かび上がる大建中湯の作用の複雑さは、「第二の脳 (second 
brain)」と呼ばれる巨大な神経システムを必要とする消化管機能の制御機構自体の複雑
さの反映であると同時に、漢方薬という多成分の複合系が有する作用の複雑さの反映で
もあると考えられる。大建中湯が有する、健常人、正常動物に対するこれらの多様な生
物活性と、臨床での、特に周術期医療での有効性との関連を解明するためには、周術期
医療を擬態した動物病態モデルによる大建中湯の基礎研究が必要である。とりわけ、術
後麻痺性イレウスから術後癒着障害への移行に関する病態解析が重要な検討課題とな
る。そこで、本研究では、周術期における大建中湯の効果を検討するとともに、開腹術
後における消化管機能障害の病態解析を試みた。これらについて以下、二～五章の四つ
に分けて論述する。 
 第二章では開腹術後時に起こる術後麻痺性イレウスにおける大建中湯の胃腸管輸送
能に対する効果を検討した。その結果、大建中湯は術後麻痺性イレウスにおける胃腸管
輸送能の低下を、コリン作動神経系および一部 5-HT4受容体を介して、改善することが
明らかとなった。また、構成生薬のうち山椒および膠飴がその作用に関与によるものと
示唆された。第三章では、開腹手術後に好発・遷延しやすい合併症として臓器間の癒着
による消化管機能障害に着目し、大建中湯の癒着予防効果について有効性およびその作
用機序について検討を行った。大建中湯の経口投与は用量依存的に癒着形成を予防し、
この作用はTRP channel の阻害剤であるruthenium red (RR)の皮下投与により消失した。
大建中湯は代表的な侵害受容体であるTRP channelsに作用するとされる成分を多数含ん
でおり、これらの生薬ならび主要成分（hydroxy sanshool）について検討したところ
hydroxy sanshoolに癒着形成予防を認めた。また、このhydroxy sanshoolの予防効果はRR
の処置により消失した。以上のことから、大建中湯がTRP channelの薬理学的調節作用
を介して術後癒着障害の予防に寄与する可能性が推察された。以上のように、第二およ
び三章では、周術期の遷延する合併症である術後麻痺性イレウスから術後癒着障害まで
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の異なる段階の術後消化管障害に対して、大建中湯の有効性を明らかとした。第四章お
よび五章では、病態モデルより得られた周術期におけるコリン作動性神経系および
TRPV1 channelの関与について術後癒着障害の観点より病態解析を行なった。第四章で
はコリン作動神経系に着目し、癒着形成および腸管運動機能低下との関係を明らかにす
ることを目的とし病態解析を行った。術後癒着障害モデルの消化管運動能は、術後早期
より顕著に低下しており癒着形成との相関性が推察された。このことから消化管運動能
の調節を中心的に担うコリン作動性神経系の機能について検討した。その結果、癒着部
位を含む腸管組織ではアセチルコリン (ACh)合成能の低下とムスカリン受容体数の増
加が認められコリン作動神経系の機能異常が示唆された。ACh合成能が低下しているこ
とからムスカリン受容体作用薬であるベタネコールを処置したところ、癒着形成は予防
された。以上の結果から消化管運動の異常と癒着形成との関連性が明確になった。第五
章では、TRPV1 channelを含む知覚神経系に焦点をあて病態解析を実施した。癒着形成
が発症することに伴い、腹部痛を併発することが知られている (14)。また組織学的検
討により癒着部位において知覚神経が同定されており、癒着部位における知覚神経が神
経性炎症や慢性疼痛に関与している可能性が推察される (15)。本研究では遷延する消
化管運動能異常を伴う癒着形成に知覚神経が関与する可能性について検討した。ラット
術後腸管癒着障害モデルを用いて、TRPV1 mRNA発現および局在について検討したと
ころ、偽手術群に比べて癒着群は、TRPV1 mRNA発現が有意に高値を示した。TRPV1 
mRNAの局在解析の結果、偽手術群と術後腸管癒着群ともにsubmucosal plexusに発現を
認め、さらに癒着群においてはmyenteric  plexusおよび癒着部位においてもTRPV1 
mRNAの発現を認めた。そこでTRPV1 リガンドであるcapsaicinの経口投与を行い癒着形
成に与える影響を検討したところ、癒着形成予防効果が示された。TRPV1 channel阻害
薬であるRRの処置でcapsaicinの癒着予防作用は消失したが、capsaicin大量投与による知
覚神経の除神経処置自体でも癒着予防効果を認めた。また、除神経処置によって
capsaicinの効果は消失しなかった。Capsaicinの癒着予防効果に対する拮抗薬と除神経処
置による相違についてはさらなる研究が必要ではあるものの術後癒着障害時には
TRPV1 channelもしくは知覚神経は癒着形成時に何らかの重要な役割を担うことが示唆
される。 
周術期における大建中湯の有用性について検討した結果、術後早期に誘発されるラッ
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ト術後麻痺性イレウスモデルの消化管運動能の低下を改善し、またラット術後癒着障害
モデルの癒着形成予防効果が明らかとなった。さらに遷延する術後癒着障害ではコリン
作動神経系の機能破綻による消化管運動機能の低下および TRPV1 channel の癒着形成
への関与が明らかとなった。本研究の成果は、大建中湯の周術期医療に対する有用性を
支持するものと考えられる。 
 
 
第二節 漢方薬と大建中湯について 
 
「漢方」という言葉は，江戸時代に日本に入ってきたオランダ医療（蘭方）と対置す
るために生まれた日本固有の名称である。漢方は漢代あるいは漢民族の方術という意昧
で歴史的変遷を経た現在の「中医学」とは一部相違しており、これと対比するために「日
本漢方」といわれるようになった(16)。したがって漢方とは古代中国に発祥して日本で
独自の展開と発展を遂げた日本の伝統医学である。西洋医学が主に検査異常や器質病変
に着目して治療方針を決定するのに対し、漢方では不快な自覚症状があれば治療の適応
と考える (17, 18)。その体系は西洋医学とは根本的に異なるが、現在の日本では両医学
が協調して独自の日本型統合医療を展開している。消化器疾患においては、特に機能低
下症が漢方治療のよい適応である (18)。消化器症状の改善が得られるだけでなく、長
期的には気力や体力、水分代謝、脆弱な筋肉の質や量、出血傾向など、消化器以外の全
身状態の改善も期待できる。実践では数多くの処方を使い分けるより、頻用処方に的を
絞って使い込む方が治療技術の向上が見込める とされている(18)。 
大建中湯は蜀椒 (汎用される別名として山椒) 、乾姜、人参および膠飴からなる漢方
方剤である。大建中湯の名前の由来は、雑病論誌の記述によると浅田宗伯により胃腸の
動きを整える力が小建中湯より勝っているので小建中湯に対して名づけたとされてい
る (19)。大建中湯の出典は金匱要略・第十腹満寒仙宿食病編である (19)。金匱要略と
は漢方医学の原点をなす病名別治療法の最古の書である (20)。その条文には「心胸中
大いに寒えて痛み、嘔して飲食する能わず。腹中寒え、上衝して皮起り、出で見わるえ
ば頭足あり、上下痛み触れ近づくべかざるは、大建中湯之を主る」とある。条文の大意
は、「腹から胸にかけて、非常に冷えて痛み、吐き気が強くて飲んだり食べたりできな
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い。腹の皮が盛り上がってむくむくと動き、あたかも頭や足があるようで、上下する。
腹痛が激しいので触れることもできない。このような状態は大建中湯を用いる」と解釈
される (19)。したがって、その効能効果は腹が冷えて痛み、腹部膨満感のあるものと
されている。実際、今日では消化管術後の排ガス促進、回復促進に汎用されており、お
そらくは腸閉塞あるいはそれに類似した病態が適応と思われる。本処方に対しては様々
な現代科学的なアプローチにより、その薬理作用機序および主要成分に関する薬物動態
研究が進捗し、薬剤としての理解が深まりつつある。 
 
 
第三節 生薬と成分 
 
漢方処方は生薬を一定比率のもとに配合したものであり、構成生薬が相互に協調して
薬効をもたらす。しかしながら原料となる生薬は、同じ生薬であっても産地や品種など
により成分に違いがみられることがある。そのため、常に一定の品質を保ち、その主要
成分にはどのようなものが含まれているのかを明確にして均一な品質を保つことが伝
統医学を後世に引継ぐためにも重要な課題となる。 
 そこで本章では、はじめに大建中湯の各構成生薬の配合比を table 1 に示し、次に大
建中湯の 3 dimensional high performance liquid chromatography (3D-HPLC) を用いた
パターン分析を行い化学物質レベルでの特徴を検証し、また以後の章で周術期における
大建中湯の薬効解析を検討した。 
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Table 1 Constituent herbs of Daikenchuto (DKT) 
Japanese names Ratio Latin names English names 
乾姜 5 
Zingiberis Siccatum 
Rhizoma 
Processed Ginger 
人参 3 Panacis Ginseng Radix Ginseng 
山椒 2 Zanthoxyli Fructus Zanthoxylum fruit 
膠飴 1:8 Saccharum Granorum Maltose syrup 
  Extract : Maltose syrup     
DKT extract powder is manufactured as an aqueous extract containing processed ginger, 
ginseng, and zanthoxylum fruit in the ratio 5:3:2.  DKT is prepared by mixing daikenchuto 
extract powder and maltose syrup at a ratio 1:8.   
 
 
 
乾姜          人参         山椒          膠飴 
 
Figure 1.  Photographs of constituent herbs of DKT 
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実験方法 
 
(1) 3 D-HPLC 解析 
大建中湯は 30 分間、超音波下にてメタノールで抽出した。その溶液はフィルターを
かけた後、Photodiode-array 検出器 (SPD-M10AVP; 島津製作所、東京)で高速液体クロマ
トグラフィ （ーHPLC）へ注入した。分離カラムは、TSK GEL ODS-80TS カラム（4.6×250 
mm; TOSOH 東京）を用い、そしてカラム温度は 40℃に保持した。Binary gradient elution
は、mobile phase A（0.05 M 酢酸アンモニウム緩衝液、pH3.6）と mobile phase B（100% 
アセトニトリル）で行った。分離は、90% A と 10% B で開始し、B の濃度は 60 分間で
100%まで線形的に増加させた。流出速度は、1.0 mL/min に設定した。カラムからの流
出物は photodiode-array 検出器を用いて 200-420nm の吸光度範囲で検出した。データ解
析は CLASS-LC10 System Analysis Software（島津製作所）で行った。 
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実験結果 
 
3D-HPLC による大建中湯のメタノール分画から得られた成分プロファイルによると、
hydroxy-α-sanshool、hydroxy-β-sanshool、α-sanshool、β-sanshool、γ-sanshool、6-gingerol
および 6-gingesulfonic acid が検出され、大建中湯には多数の化学物質が含まれているこ
とが明らかとなった。 
 
 
 
Figure 2  Analysis of methanol fraction of DKT by 3D-HPLC. 
 
- 9 - 
 
第二章 大建中湯のラット術後イレウスモデルにおける腸管運動能 
の低下に対する改善作用 
 
緒言 
 
大建中湯は、「金匱要略」を出典とし、体力が低下した人で四肢や腹部が冷え、腹痛、
腹部膨満感のある場合に用いられる漢方処方である (19)。本処方は乾姜、人参および
山椒からなる混合生薬の乾燥エキスと膠飴（粉末飴）を所定の割合で含有するものであ
る。大建中湯は消化器外科領域で幅広く使用され術後イレウスの改善、腸管癒着防止を
期待して使用されている (4)。臨床研究によれば、開腹手術後に大建中湯の処置により
入院期間や初回排便までの期間を短縮させることが認められており周術期管理に有効
な薬剤であると位置付けられている (21)。 
これまでの消化管運動に関する主な基礎研究としては、覚醒下イヌの胃腸管運動亢進
作用 (7)、モルヒネ誘発消化管運動低下に対する改善効果(22)およびモルモット摘出平
滑筋条片を用いた収縮解析(10, 11)などがある。モルモット摘出腸管による収縮作用機序
解析の検討より、大建中湯はコリン作動神経終末からのACh遊離を介し収縮作用を示し、
その作用に 5-HT4受容体が関与していることが報告されている(10)。 
術後イレウスは開腹手術後に起こり、消化管の一時的な低運動性によって特徴付けら
れる。この病態が遷延することにより長引く入院と医療費負担の増加を招くことが問題
となっている (23, 24)。外科的治療は程度の差はあれど生体に必ず影響を及ぼす。術後
イレウスの病態には、その初期においては、内臓神経の反射的抑制により発生すると考
えられるが、腹膜炎等の炎症が進行すると交換神経末端の刺激による興奮で消化管運動
能が抑制されるとされている。すなわち術後イレウスの病態生理は、炎症と神経系の異
常が原因と考えられている (25)。 
本研究の目的は、臨床で術後イレウスに有効であると報告されている大建中湯の薬理
学的な作用機序を明確にすることである。そこで大建中湯の術後イレウスにおける消化
管運動能の低下に対する薬理学的作用機序を解明し、大建中湯の構成生薬についても検
討を行った。 
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第一節 実験方法 
 
 
(1) 漢方方剤 
大建中湯エキス末は株式会社ツムラの製法に従い 3 生薬（人参 5.0、乾姜 3.0、山椒
2.0）を所定の割合で混合し 95℃、1 時間で熱水抽出し水煎出液をスプレードライした
乾燥エキスを用いた。これらの原料生薬の品質は日本薬局方および株式会社ツムラの品
質管理に従い管理されている。大建中湯はそのエキス末に 8 倍量の膠飴を混合して作製
されたものを用いた。 
 
(2) 実験動物 
 Sprague Dawley 系雄性ラット (6 週齢) は、日本チャールス・リバー株式会社 (横浜)
より購入した。ラットは室温 23 ± 1℃、湿度 55 ± 10％、12 時間毎の明暗周期 (明期 7：
00－19：00) 下で水および粉末飼料 (MF、オリエンタル酵母 東京) を自由摂取させ飼
育した。全ての動物実験は日本学術会議の定める動物実験の健康と使用に関するガイド
ラインに沿って作成された（株）ツムラのガイドラインに則とり実施された。 
 
(3) 試薬 
 Carbamylcholine chloride (Carbachol)、atropine sulfate、SB204070 (SB) は、Sigma Aldrich  
(St. Louis, MO, USA) から購入した。Mosapride Citrate は、大日本製薬株式会社より購入
した。Evans blue、NaCl、caroboxylmethyl-cellulose sodium (CMC) は、和光純薬工業株式
会社より購入した。その他、実験に使用した試薬は市販のものを用いた。 
 各試薬の調製は以下に記載する。Mosapride は、1%Tween 80 に懸濁して使用した。
Atropine および SB は生理食塩水に溶解させて用いた。 
 
(4) ラット術後イレウスモデルの作製 
 術後イレウスモデルは、既報に従い作製した (26)。ラットは一晩絶食させ、飲料水
は自由摂取させた。ラットはエーテル麻酔下で、3cm 正中線に沿って開腹した。小腸か
ら盲腸までを丁寧に腹腔内から露呈し、腸管を扇形にたたみ込み生理食塩水を含むガー
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ゼで覆った。そして、ガーゼの上から指圧による機械的刺激を 10 分間加えた。その後、
腸管を腹腔内に戻して腹部を縫合した。なお、正常動物群はエーテル麻酔のみを施した。 
 
 
Figure 3  Diagrammatic illustration of surgical procedure of rat postoperative ileus (POI) 
model.  (1) The rats were anesthetized with ether, and a laparotomy was performed using a 3 
cm midline incision.  (2) The small intestine and caecum were gently pulled out of abdominal 
cavity and furled like a fan on two moist gauzes covering the abdomen of the rat.  (3) The 
small intestine was gently manipulation (mechanical stimulation) with the fingers for 10 min.  
(4) After manipulation, the small intestine and caecum were replaced in the abdominal cavity, 
and the surgical wound was sutured.   
 
(5) 胃腸管輸送能 
手術 4 時間後に 0.1 mL の Evans blue 溶液 (50 mg/mL、生理食塩水に溶解)を経口投与
し、その 20 分後に犠殺し胃から盲腸までの腸管を摘出した。続いて胃幽門直下から回
盲接合部までの小腸全長と胃幽門直下からの Evans blue の移動長を測定し、移動長を
小腸全長で除して胃腸管輸送率を算出した。大建中湯、各構成生薬、carbachol および
mosapride は Evans blue 投与 30 分前に一回経口投与し、正常動物群および対照群には
蒸留水(ml/kg)を経口投与した。また各阻害剤 (atropine および SB) の投与は経口投与の
15 分前に皮下投与を行った。 
 
(6) 浸透圧 
 大建中湯および膠飴の浸透圧は、osmometer (Advanced Instruments, MA) により測定し
た。それぞれの溶液は、遠心分離 (3000×g, 10min) し、その上清を Millipore filter (0.45μm) 
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に通してから測定した。 
 
(7) 統計解析 
 全ての実験結果は、平均値 ± 標準誤差で表記した。有意差検定は二群間には Student’s 
t-test を用いて行った。多群間の解析には Dunnett’s test もしくは Fisher’s protected least 
significantly difference (PLSD) test を用い行った。なお、危険率 5％未満を有意水準とし
た。 
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第二節 実験結果 
 
 
(1) Carbachol および mosapride の胃腸管輸送能低下に対する作用 
 
ラット術後イレウスモデルにおけるニコチン /ムスカリン受容体作用薬である
carbacholおよび 5-HT4受容体作用薬であるmosaprideの作用をTable 1 に示した。正常動物
群の胃腸管輸送能は 60%前後であった。術後イレウス群は正常動物群と比較したところ
有意に低下し胃腸管輸送能の遅延を示した。Carbacholおよびmosaprideは、用量依存的
に胃腸管輸送能の低下を改善した。Carbacholの 0.3 および 1.0 mg/kgは、それぞれ 58.7 ± 
3.6%および 77.9 ± 2.7%の胃腸管輸送率を示し有意な改善作用を認めた。Mosapride (10 
mg/kg)の経口投与は、41.9 ± 3.0%の胃腸管輸送率を示し有意な改善作用を認めた。  
 
Table 2  Effects of carbachol and mosapride on delayed gastrointestinal transit in POI. 
 Carbachol Mosapride 
 
Dose 
(mg/kg) 
Gastrointestinal 
transit (%) 
Dose 
(mg/kg) 
Gastrointestinal 
transit (%) 
Normal － 64.4 ± 2.5 － 58.6 ± 3.1 
Control －  45.8 ± 3.4 a －  28.8 ± 2.8 a 
 0.1 45.0 ± 4.7 1 33.2 ± 5.0 
 0.3  58.7 ± 3.6 b 3 34.6 ± 3.0 
 1  77.9 ± 2.7 c 10  41.9 ± 3.0 b 
Data are expressed mean ± S.E.M. of 6-8 rats. 
a p<0.001, compared with the normal group (Student’s t-test). 
b, c p<0.05, 0.001, compared with the control group (Dunnett’s test). 
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 (2) 大建中湯の胃腸管輸送能低下に対する作用 
 
 Figure 4 にラット術後イレウスモデルの胃腸管輸送能低下に対する大建中湯の作用を
示した。正常動物群の胃腸管輸送能は、64.7 ± 1.9%を示し、術後イレウス群では 22.4 ± 
1.1%の顕著な低下を示した。一方、大建中湯 (270－2700 mg/kg)は、用量依存的に胃腸
管輸送能の低下を改善した。大建中湯の 900 および 2700 mg/kg の経口投与は、それぞ
れ 34.2 ± 2.5%、56.1 ± 3.6%の胃腸管輸送率を示し有意な改善効果を認めた。 
 
 
 
Figure 4  Effects of Daikenchuto (DKT) on delayed gastrointestinal transit in POI. 
Data are expressed as mean ± S.E.M. of 10 rats. 
*** p<0.001, compared with the normal group (Student’s t-test). 
#, ##, ### p<0.05, 0.01, 0.001, compared with the control group (Dunnett’s test). 
DW: distilled water.
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(3) 大建中湯の胃腸管輸送能改善作用に対するムスカリン受容体阻害薬および 5-HT4受
容体阻害薬の作用 
 
大建中湯 (2700 mg/kg)の経口投与による胃腸管輸送能の改善作用は、ムスカリン受容
体阻害薬である atropine (1 mg/kg)の皮下投与により完全に抑制された。また、陽性対照
群である mosapride (10 mg/kg)の改善作用も抑制された。なお atropine 単独の処置におい
ても術後イレウスモデルにおける胃腸管輸送能低下に対してさらに抑制作用を認めた。 
一方、5-HT4受容体阻害薬であるSB (1 mg/kg)の皮下投与は、大建中湯の改善作用に対
して部分的に抑制を認めた。また、陽性対照群であるmosapride (10 mg/kg)の改善作用は
SBの処置により、その改善作用は消失した。なお、SBのみの処置は、術後イレウスモ
デルにおける胃腸管輸送能に対して影響を及ぼさなかった。 
 
 
 
Figure 5  Influence of (A) atropine and (B) SB on the effect of DKT on delayed 
gastrointestinal transit in postoperative ileus.  Data are expressed as mean ± S.E.M. of 10 rats.  
*** p<0.001, compared with the normal group.   
##, ### p<0.01, 0.001, compared with the control group.  
 †, ††† p<0.05, 0.001, compared with the DKT-treated group. 
‡‡‡ p<0.001, compared with the mosapride-treated group.  Multiple groups were compared 
using the Fisher’s PLSD test.  
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(4) 大建中湯の構成生薬の胃腸管輸送能低下に対する作用 
 
大建中湯の構成生薬の用量設定は、大建中湯の 2700 mg/kg における構成比に基づき
設定した。すなわち、山椒 (60mg/kg)、乾姜 (150 mg/kg)、人参 (90 mg/kg)および膠飴 
(2400 mg/kg) を設定した。 
 ラット術後イレウスモデルに山椒、膠飴、乾姜および人参の経口投与を行ったところ、
それぞれの胃腸管輸送能は 55.0 ± 2.7%、53.9 ± 2.7%、41.1 ± 5.0%および 40.8 ± 4.9%を示
し、山椒および膠飴は control 群 (Gastrointestinal transit = 35.3 ± 3.0%)と比較して有意な
胃腸管輸送能の改善作用を認めた。しかしながら、乾姜および人参については明確な胃
腸管輸送能の改善作用は認められなかった (Figure 6)。 
 
 
 
Figure 6  Effect of constituent medical herbs of DKT, Zanthoxylum fruit (ZF), ginseng (G), 
processed ginger (PG), and maltose syrup (MS) on delayed gastrointestinal transit in POI.   
Data are expressed as mean ± S.E.M. of 9-10 rats. 
*** p<0.001, compared with the normal group (Student’s t-test). 
##, ### p<0.01, 0.001, compared with the control group (Dunnett’s test).   
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 山椒に胃腸管輸送能の改善作用を認めたことから、山椒の用量依存性について検討を
行った (Figure 7)。その結果、山椒の 60 および 100 mg/kg の経口投与は、それぞれ 49.7 
± 3.0%および 49.0 ± 2.7%の胃腸管輸送能を示し、control 群 (Gastrointestinal transit = 35.3 
± 3.1%)と比較し有意な胃腸管輸送能の改善作用を認めた。 
 
 
 
 
Figure 7  Effect of ZF (30-100 mg/kg) on delayed gastrointestinal transit in POI.   
Data are expressed as mean ± S.E.M. of 10 rats.   
*** p<0.001, compared with the normal group (Student’s t-test).   
#, ### p<0.05, 0.001, compared with the control group (Dunnett’s test). 
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(5) 膠飴の浸透圧に関する検討 
 
 膠飴の高用量は高い浸透圧と粘度が推定されていたため、浸透圧について検討を行っ
た。膠飴 (2400 mg/10 mL per kg) の浸透圧は 869 mOsm と高浸透圧を示した。また、膠
飴 (800 mg/10 mL per kg)および大建中湯 (2700 mg/kg per 10 mL) の浸透圧は 176 、958 
mOsm であった。そこで、膠飴 (2400 mg/10 mL per kg)と類似の浸透圧と粘度を有する
溶液 (2.89% NaCl－0.1% CMC) を作製し、ラット術後イレウスモデルにおける作用を
検討した。本溶液の経口投与による胃腸管輸送能は 57.7 ± 4.7%を示し、control 群にお
ける胃腸管輸送能 (Gastrointestinal transit = 30.2 ± 5.5%) と比較し胃腸管輸送能の低下
を有意に改善した。 
 
Table 4 Effects of osmotic pressure and maltose syrup on delayed gastrointestinal transit in POI.   
Group 
Dose 
(mg/10 mL/kg) 
Gastrointestinal 
transit (%) 
Osmotic pressure 
(mOsm) 
Normal (DW) － 61.2 ± 4.2 0 
Control (DW) －  30.2 ± 5.5 a 0 
2.89% NaCl/0.1% CMC －  57.7 ± 4.7 c 907 
Normal (DW) － 60.6 ± 3.8 0 
Control (DW) －  37.8 ± 5.2 b 0 
Maltose syrup  800 36.1 ± 3.7 176 
Maltose syrup 2400  55.6 ± 3.0 d 869 
DKT 2700  59.1 ± 2.3 d 958 
The normal and control groups showed the osmotic pressure of distilled water (DW).   
Data are expressed as mean ± S.E.M. of 6-7 rats. 
a, b p<0.01, 0.001, compared with the normal group (Student’s t-test). 
c p<0.001, compared with the control group (Student’s t-test). 
d p<0.01 compared with the control group (Dunnett’s test).
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(6) 山椒の胃腸管輸送能改善作用に対するムスカリン受容体阻害薬および 5-HT4受容体
阻害薬の作用 
 
山椒 (60 mg/kg) の経口投与による胃腸管輸送能の改善作用は、ムスカリン受容体阻
害薬である atropine (1 mg/kg) の皮下投与により完全に抑制された。また、陽性対照群
である carbachol (1 mg/kg) の改善作用も抑制された。なお atropine 単独の処置において
も術後イレウスモデルにおける胃腸管輸送能低下に対してさらに抑制作用を認めた。 
一方、5-HT4受容体阻害薬であるSB (1 mg/kg) の皮下投与は、山椒の改善作用に対し
ても完全な抑制作用を示した。また、陽性対照群であるmosapride (10 mg/kg) の改善作
用もSBの処置により消失した。なお、SBのみの処置は、術後イレウスモデルにおける
胃腸管輸送能に対して影響を及ぼさなかった。 
 
 
 
Figure 8  Influence of atropine (A) and SB (B) on the effect of ZF on delayed gastrointestinal 
transit in POI. Data are expressed as the mean ± S.E.M. of 10 rats.  
***P<0.001, compared with the normal group. #P<0.05, ##P<0.01, and ###P<0.001, compared 
with the control group. †P<0.05, †††P<0.001, compared with the ZF-treated group.  
$$$P<0.001, compared with the carbachol-treated group.  ‡P<0.05, compared with the 
mosapride- treated group. Multiple group comparisons used the Fisher’s PLSD test. 
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第三節 考察 
 
イレウスは、腸管内容物の通過が何らかの原因によって十二指腸以下で障害されるこ
とによって生じる病態である。臨床的に最も問題となっているのが開腹手術後のイレウ
スである。術後イレウスの対処法については古くから研究がなされているにもかかわら
ず、原因が非常に多岐にわたるため、その病態は極めて複雑であり、治療法については
イレウス管（消化管内の減圧を目的とした器具）の留置、その他に消化管運動改善薬な
どがあるが、いまだ満足のいく治療法は確立されていない(25)。大建中湯は術後イレウ
スの症状を改善することが報告され（27）、実際の医療現場で広く用いられている。本
章において、ラット術後イレウスモデルを用いて大建中湯は遅延した胃腸管輸送能を改
善した。また、その作用機序としてコリン作動神経系および一部 5-HT4受容体も関与す
ることが示唆された。 
術後イレウスは、その初期においては内臓神経の反射的抑制により発生すると考えら
れているが、腹膜炎等の炎症が進行すると交感神経末端の刺激による興奮で腸管運動が
抑制されると推定されている (28-30)。これらのことから術後イレウスの病態生理は炎
症と神経系の異常が原因であると考えられている。したがって本検討で用いたラット術
後イレウスモデルは術後早期の運動異常を主に反映していると考えられ様々な手術に
起因する術後イレウスとは部分的に相違点があるかもしれない。しかし術後イレウスの
基礎研究および臨床研究により外科的な機械的刺激の度合いとイレウスの病態は関連
していることが推察されているため、汎用されている実験方法を用いて検討を行った 
(26)。今回の研究において、ラット術後イレウスモデルにおける胃腸管輸送能は正常動
物群と比較して有意に低下したことを確認した。術後の運動不全における発生機序につ
いては神経反射による抑制が関与しており、これまでにコリン作動神経系アゴニストや
5-HT4受容体アゴニストは術後の運動不全を改善させることが報告されている（31, 32）。
今回の検討においてもニコチン/ムスカリン受容体（コリン作動神経系）アゴニストで
あるcarbacholと 5-HT4受容体であるmosaprideが術後イレウスにおける消化管運動能の
低下に対して有効であることを確認した。 
大建中湯（270－2700 mg/kg）の経口投与は用量依存的にラット術後イレウスモデル
における遅延した胃腸管輸送能を改善し、特に大建中湯の 2700 mg/kgは、遅延した胃腸
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管輸送能に対して約 80%の改善を認めた。これまでに大建中湯の作用は、コリン作動神
経系だけでなく 5-HT3、4受容体を含むセロトニン神経系を介することが報告されている
（6, 9）。コリン作動神経系と 5-HT4受容体は、神経伝達物質を感受し応答することで消
化管運動の調節を担うことが見出されている。セロトニンはエンテロクロマフィン細胞
から遊離され、5-HT3、5-HT4などの受容体を介することでコリン作動性神経系の終末
よりAChの遊離を促進させ、内在性神経を介し腸管の蠕動運動は始まる（33, 34）。これ
までの摘出腸管標本を用いた平滑筋収縮解析によると大建中湯で誘導した収縮反応は、
ICS205-930(5-HT4受容体阻害薬)で抑制されるが、オンダンセトロン（5-HT3受容体阻害
薬）では抑制されなかったことから、大建中湯で誘発した収縮反応機序には 5-HT4受容
体受容体が関与することが示されている（10）。また、術後イレウスにおける大建中湯
の効果にはコリン作動性神経系および求心性知覚神経のセロトニン受容体関与してい
る可能性が報告されている（35）。本検討においても大建中湯の作用機序として 5-HT4
受容体について検証したところ、大建中湯の消化管運動能改善作用はSB (5-HT4 阻害
薬)の皮下投与により部分的に抑制され、atropineではこの作用を完全に抑制した結果を
得た。したがって本検討でもコリン作動神経系と 5-HT4受容体が大建中湯の作用に関与
していることを確認した。また、近年では術後イレウスの治療薬としてμ受容体阻害薬
が有効であるとされており、術後イレウスの病態において内因性オピオイドの遊離が関
与していると報告されている（36）。大建中湯とオピオイドの関連性については、ホル
マリン及び酢酸ライジングテストにおけるモルヒネの鎮痛作用に影響しないと報告さ
れている（22）。従って、μ受容体との相互作用はない可能性が高いが、さらなる研究課
題として、術後イレウスにおける遅延した胃腸管輸送能におけるμ受容体との関連性に
ついて確認する必要がある。 
大建中湯は、山椒、乾姜、人参および膠飴の四つから構成されるが、術後イレウスに
おける消化管運動能改善作用に対し大建中湯のこの作用に深く寄与する生薬は明らか
となっていないため、それぞれの構成生薬について検討した。その結果、山椒と膠飴が
この改善作用に寄与し、乾姜と人参は、ラット術後イレウスモデルにおける遅延した胃
腸管輸送能に対して顕著な改善を示さなかった。山椒の消化管運動能改善作用は
atropineもしくはSBによって完全に抑制され、コリン作動神経系と 5-HT4受容体が山椒
の作用に関与する可能性が明らかとなった。これまでにモルモット回腸標本を用いた検
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討で山椒がACh遊離を促進させ、摘出腸管標本における収縮活性にはコリン作動神経系
と 5-HT4受容体が関与することが報告されており（10）、今回得られた結果と一致し、
山椒が術後イレウスにおける消化管運動能改善作用に寄与することを強く支持するも
のである。さらに山椒に含有されているhydroxy β-sanshoolやsanshool類がモルモット回
腸の収縮を誘発することが明らかとなっており（37, 38）、大建中湯がこれらの化合物を
含有していることを 3D-HPLCプロファイルにより確認している。従って、これらの山
椒の活性成分については、その作用様式や比活性、分子機序、大建中湯の作用への寄与
の程度、などの詳細を明らかにすることが今後の課題となる。 
 一方、山椒の他に膠飴が胃腸管輸送能の改善作用を示した。膠飴の主成分は二糖類の
マルトースである。本検討で用いた膠飴（2400 mg/10 mL per kg）は、高浸透圧（869mOsm）
を示し、ラット術後イレウスモデルにおける遅延した胃腸管輸送能を改善した。蠕動運
動における高浸透圧の促進効果は、小腸の前位部に存在する浸透圧受容器を介すること
による（39）。そこで NaCl と CMC を用いてマルトースと同等の浸透圧および粘性を有
する溶液の効果を検討した。この溶液の経口投与も遅延した胃腸管輸送能の改善を認め
た。従って胃腸管輸送能における膠飴の作用には高浸透圧が関与する可能性がある。し
かしながら、既に膠飴がクロルプロマジンで誘発した低蠕動運動モデルにおいて内因性
コレシストキニンを介し遅延した胃腸管輸送能を改善することが報告されており (8)、
この病態モデルでは高浸透圧の関与は低いとされている。病態モデルの違いによる可能
性も否定できないが、膠飴による運動促進効果の機序はさらに検討する必要があろう。 
その他の大建中湯の構成生薬について乾姜が血流維持に関与する主な生薬であるこ
と、そして腸管血流量増加が術後の管理に有用である可能性が報告されている（12, 13）。
一方、術後イレウスにおける人参の役割については不明であるが、人参には古くから多
様な薬理活性が報告されている。術後消化管運動能改善作用への寄与が低い生薬であっ
ても大建中湯の術後侵襲への薬効に何らかの役割を果たしている可能性が十分考えら
れ、今後は消化管運動能以外の病態解析も重要である。 
本章では、大建中湯の術後イレウスにおける消化管運動能改善作用について検討し、
山椒と膠飴が大建中湯の活性生薬として同定された。本研究成果は大建中湯の周術期に
おける術後麻痺性イレウスの治療に有用である可能性を示した。 
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第四節 小活 
 
大建中湯はラット術後麻痺性イレウスモデルにおける胃腸管輸送能の低下を改善し、
構成生薬のうち山椒および膠飴が改善効果に関与することが示された。また作用機序と
してコリン作動性神経系および 5-HT4受容体が示唆され、膠飴による高浸透圧も作用の
一部として関与していることが示された。 
 
 
 
Figure 8  The hypothesis of mechanism of DKT and ZF on amelioration of the gastrointestinal 
transit in POI.  The results in the present chapter suggest that DKT and ZF improved the 
delayed gastrointestinal transit in POI via cholinergic nerves and that the 5-HT4 receptor is 
partly involved in this action.  
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第三章 術後腸管癒着障害における大建中湯の予防効果 
 
 
緒言 
 
第二章にて、大建中湯はラット術後麻痺性イレウスモデルにおける胃腸管輸送能の低
下を改善し、術後早期の運動機能不全を改善することを示した。しかしながら周術期に
おける管理において注意すべき重要な合併症は、術後イレウスのような一時的な消化管
運動能の低下だけではない。開腹手術後に頻度が高く発症し遷延する消化管機能障害の
深刻な合併症として臓器間の癒着障害がある (40)。 
大建中湯は日本の保健医療システムに統合されており、術後麻痺性イレウスや術後癒
着障害などの周術期の消化管疾患に処方されている。その意義とは周術期医療における
治療手段として、術後麻痺性イレウスから術後癒着障害を予防することであると考えら
れる。しかしながら、大建中湯の術後癒着障害での有効性を説明する作用機序および活
性成分を含めた基礎研究は実施されていない。これまでに癒着障害に関連した基礎研究
はタルク誘発腸管癒着モデル(9)および trinitrobenzensulfonic-acid 誘発大腸炎モデルを用
いた検討(41)が報告されている。大建中湯は両病態モデル共に癒着形成に対して予防効
果を示しているが、その作用機序については十分な検討が行われていない。大建中湯の
組成は山椒、乾姜、人参および膠飴の四つからなる。これらの構成生薬のうち山椒およ
び乾姜には、TRP channels のリガンド成分が豊富に含まれている。Figure 1 に示した
3D-HPLC による成分プロファイルによると大建中湯には多様な成分が含有されている
ことが分かる。これらのうち、6-gingerol、hydroxy-α/β-sanshool などの代表的な辛味成
分は、TRPV1 channel に対してアゴニスト活性を有していると報告されている (42, 43, 
44)。 
TRPV1 channel は下部消化管では、腸管神経節や神経節間神経の全般（筋層，粘膜下
層，粘膜層）に発現しており、脊髄由来と考えられている (45)。これまで報告された
TRPV1 channel の機能や役割について整理すると、カプサイシン、TRPV1 阻害薬およ
び TRPV1 欠損マウスを用いた解析から、[1] TRPV1 channel の活性化は、急性炎症性疼
痛発生のメカニズムの一つとして考えられている(46)。[2] TRPV1 channel（もしくは
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TRPV1 発現神経）の活性化は、粘液分泌亢進、血流増加、大腸上皮細胞増殖促進、運
動亢進など様々な作用を有する (47)。すなわち、TRPV1 channel は、神経性炎症による
痛覚過敏だけでなく消化管の粘膜保護や創傷治癒に重要な役割を果たしているものと
推定される。 
これらの知見より、大建中湯の術後癒着障害に対する癒着形成予防効果はタルク誘発
腸管癒着障害モデルを用いて検討を行った。次に作用機序の検討として TRPV1 channel
に焦点をあてて、構成生薬および活性成分について検討を行った。 
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第一節 実験方法 
 
(1) 実験動物 
 Sprague Dawley 系雄性ラット (6 週齢) は、日本チャールス・リバー株式会社 (横浜)
より購入した。ラットは室温 23 ± 1℃、湿度 55 ± 10％、１２時間毎の明暗周期 (名期 7：
00－19：00) 下で水および粉末飼料 (MF、オリエンタル酵母 東京) を自由摂取させ飼
育した。全ての動物実験は日本学術会議の定める動物実験の健康と使用に関するガイド
ラインに沿って作成された（株）ツムラのガイドラインに則とり実施された。 
 
(2) 漢方方剤、構成生薬および試薬 
 大建中湯および構成生薬は第二章の漢方方剤の項に従った。タルクおよび capsaicin
は和光純薬工業株式会社より購入した。Ruthenium red (RR)は Sigma Aldrich  (St. Louis, 
MO) から購入した。その他、実験に使用した試薬は市販のものを用いた。 
 
(3) ラット術後癒着障害モデルの作製 
 ラット術後癒着障害モデルは、既報に従い作製した (9)。ラットは一晩絶食させ、飲
料水は自由摂取させた。ラットはエーテル麻酔下で 3cm 正中線に沿って開腹した。小
腸から盲腸までを丁寧に腹腔内から取り出し腸管を扇形に広げた。扇形に広げた腸管の
表面にタルク 50 mg を均一になるように散布し、たたみ込んだ。その後腹腔内に小腸を
戻して腹部を縫合した。偽手術群の処置は、エーテル麻酔下で 3cm 正中線に沿って開
腹し、小腸に機械的刺激を加えるのみで、腹部を縫合した。 
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Figure 9  Diagrammatic illustration of surgical procedure of rat postoperative adhesive 
obstruction model.  (1) The rats were anesthetized with ether, and laparotomy was performed 
using a 3 cm midline incision.  (2) The small intestine was gently pulled out of the abdominal 
cavity and spread.  (3) The small intestine was sprinkled uniformly with 50 mg talc and furled 
like a fan.  (4) Then, the small intestine was replaced in the abdominal cavity, and the surgical 
wound was closed using two-layer continuous sutures.   
 
(4) 癒着形成の評価 
癒着形成は、癒着群および偽手術群ともに手術後 7 日目に評価した。動物を安楽死さ
せ小腸を摘出した。癒着形成部位を丁寧に剥離しながら、癒着長と全小腸長を測定した。
癒着形成の評価は既報に従って行い癒着率として算出した (48)。すなわち癒着率は、
全癒着長を全小腸長で除して算出した。 
 
癒着率＝全癒着長／全小腸長×100 
 
(5) 大建中湯、構成生薬および hydroxy sanshool の検討 
 ラット術後腸管癒着障害モデルに対する大建中湯、構成生薬および hydroxy sanshool
の癒着形成に対する評価は術後７日目に行った。各被検薬物の投与は手術後にラットを
2－3 時間回復させた後、1 日 1 回(７日間)の経口投与を行った。RR は、1 日 1 回の皮下
投与を 7 日間行った。最終投与日の翌日にラットは屠殺し癒着率を算出した。 
 
(6) 統計解析 
 全ての実験結果は、平均値 ± 標準誤差で表記した。有意差検定は二群間には Student’s 
t-test を用いて行った。多群間の解析には Dunnett’s test もしくは Fisher’s PLSD test を用
い行った。なお、危険率 5％未満を有意水準とした。 
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第二節 実験結果 
 
(1) 大建中湯の癒着形成に対する作用 
 
Figure 10 にラット術後腸管癒着障害モデルの癒着形成に対する大建中湯の作用を示
した。(A) および (B) に Control 群と大建中湯 (2700 mg/kg) 群の癒着障害像を示した。
大建中湯 (270－2700 mg/kg)は用量依存的な癒着形成の予防作用を示した。特に大建中
湯 (2700 mg/kg) 群では 23.6 ± 3.0%を示し Control 群の癒着率が 39.9 ± 2.9%であったの
に対して有意な癒着率の低下を認めた (C)。なお、capsaicin 投与群の癒着率は 26.0 ± 
2.3%を示し有意な癒着の予防作用を認めた。 
大建中湯 (2700 mg/kg)の経口投与による癒着形成予防作用は、TRP-channels 阻害薬で
ある RR (1 mg/kg)の皮下投与により消失した (D)。 
 
 
 
Figure 10  Gross appearance of talc-induced intestinal adhesion in rats. (A) Control and (B) 
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DKT (2700 mg/kg)-treated at 7 days after surgery.  
(C) Effects of DKT on the adhesion rate on the talc-induced intestinal adhesion in rats.  Data 
are expressed as mean±S.E.M. of 16 rats.   
**Significantly different from the control group at p<0.01 (Student’s t-test).   
### Significantly different from the control group at p<0.001 (Dunnett’s test).  
(D) Influence of RR on the preventive effect of DKT on the talc-induced intestinal adhesion. RR 
(1 mg/kg per day) was injected subcutaneously before DKT-treatment.  Data are expressed as 
mean±S.E.M. of 12 rats.   
***Significantly different from the control group at p<0.01.   
† Significantly different from the DKT treated group at p<0.05 (Fisher’s PLSD test).   
N.D., not detected. 
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(2) 大建中湯の構成生薬の癒着形成に対する作用 
 
大建中湯の構成生薬の用量設定は、第 2 章同様に大建中湯の 2700 mg/kg における構
成比に基づき設定した。すなわち、山椒 (60 mg/kg)、乾姜 (150 mg/kg)、人参 (90 mg/kg)
および膠飴 (2400 mg/kg) を設定した。 
 ラット術後腸管癒着障害モデルに山椒、膠飴、乾姜および人参の経口投与を行ったと
ころ、それぞれの癒着率は 26.3 ± 3.9%、28.2 ± 3.3%、31.8 ± 5.4%および 36.4 ± 6.4%を示
し、前者は control 群(癒着率 = 46.0 ± 5.1%)と比較して有意な癒着形成予防作用を認め
た。しかしながら、乾姜および人参については明確な癒着形成予防作用は認められなか
った。 
  
 
 
Figure 11  (A) Effects of constituent medical herbs of DKT, ZF, PG, G, and MS on the 
adhesion rate on the talc-induced intestinal adhesion in rats.  Test drugs were administered 
orally once a day for seven days.  Adhesion formation was evaluated seven days after surgery.  
Data are expressed as mean ± S.E.M. of 10 rats.   
*Significantly different from the control group at p<0.05 (Student’s t-test).   
#, ##Significantly different from the control group at p<0.05 and 0.01 (Dunnett’s test).   
N.D., not detected. 
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(3) Hydroxy sanshool の癒着形成に対する作用 
 
 大建中湯の 3D-HPLC によるプロファイルによると山椒由来の hydroxy sanshool が特
徴的に含まれている (Figure 1)。また山椒に癒着形成予防作用を認めたことから (Figure 
11)、山椒の主要成分の一つである hydroxy sanshool について検討を行った (Figure 12)。
ラット術後腸管癒着障害モデルに対して hydroxy sanshool は用量依存的に癒着形成予防
作用を示した。特に hydroxy sanshool の 1 および 3 mg/kg の経口投与は、それぞれ 23.2 ± 
3.0%および 25.9 ± 4.2%の癒着率を示し、control 群 (癒着率 = 46.0 ± 5.1%) と比較して
有意な癒着形成予防作用を認めた。 
 
 
 
Figure 12 Effects of hydroxy sanshool on the adhesion rate in the talc-induced intestinal 
adhesion in rats.  Hydroxy sanshool was administered orally once a day for seven days.  
Adhesion formation was evaluated seven days after surgery.  Data are expressed as mean ± 
S.E.M. of 16 rats.   
*P < 0.05 and **P < 0.01, significantly different from the control group by Dunnett’s test. 
N.D., not detected.  
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(4) TRP channels 阻害薬の影響 
 
山椒の主要成分である hydroxy sanshool は、TRP-channels に対してアゴニスト活性を
有していると報告されている (42, 43, 44)。そこで hydroxy sanshool の薬理作用機序を明
らかとするために TRP channels に着目し評価した。 
Figure 13に hydroxy sanshool の癒着形成予防作用に対するTRP channels阻害薬である
RR の影響を示した。Control 群の癒着形成は、42.8 ± 2.7%を認め、hydroxy sanshool (3 
mg/kg)は 28.8 ± 2.2%で有意な癒着形成予防効果が認められた。この Hydroxy sanshool の
経口投与による癒着形成予防作用は RR (1 mg/kg)の皮下投与により癒着形成は 46.7 ± 
4.1%を示し、その予防作用は完全に消失した。 
 
 
 
Figure 13 Influence of RR on the preventive effect of hydroxy sanshool (3 mg/kg) on the 
talc-induced intestinal adhesion.  Hydroxy sanshool was administered orally once a day for 
seven days.  RR (1 mg/kg per day) was injected subcutaneously before test drug administration.  
Data are expressed as mean ± S.E.M. of 12 rats.  
**Significantly different from the control group at p<0.01.   
†††Significantly different from the hydroxy sanshool-treated group at p<0.001 (Fisher’s PLSD 
test). 
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第三節 考察 
 
 術後癒着障害は臓器に対する外科的な創傷が引金となり、創傷治癒反応の一つとして
癒着が形成されはじめる (40)。その癒着部位においては知覚神経系の伸展が認められ
複雑な病態に関与していることが推測される (15)。近年、開腹手術後のイレウスに対
して種々の予防法が試みられているが (49)、その発症やそれによる再手術は完全には
免れないのが現状である。本章では大建中湯の周術期において遷延する術後合併症の一
つである術後癒着障害に対する予防効果について検討した。 
 大建中湯 (270－2700 mg/kg)の経口投与は用量依存的にラット術後腸管癒着障害モデ
ルにおける癒着形成を予防した。大建中湯 (2700 mg/kg) 投与は癒着形成を約 40%予防
した。次に大建中湯の活性成分を明らかとするため、はじめに構成生薬の癒着形成に対
する検討を行った。その結果、山椒および膠飴に癒着予防作用を認め、乾姜および人参
には癒着予防作用は認められなかった。大建中湯の癒着形成予防作用は山椒および膠飴
に起因するものと示唆されたことから、山椒のメタノール分画で最も多く含まれる不飽
和脂肪酸アミド化合物であるhydroxy sanshool (Figure 1) に着目し癒着形成に対する効
果を検討した。Hydroxy sanshool は用量依存的に癒着形成予防作用を示し、その作用は
RRの処置で消失した。これまでにhydroxy sanshoolに関する複数の作用機序が提唱され
ている。その中で、Hydroxy sanshoolはTRPA1 およびTRPV1 channelの双方にアゴニステ
ィックに作用すると報告され (43)、またはtwo-pore potassium channel類 (KCNK3、
KCNK9、KCNK18) を抑制し知覚神経の興奮を増加させると報告があり(50)、いずれも
知覚神経系を興奮させその作用を発現することが想定される。本研究で使用したRRは
無機染料として用いられてきたものでcapsaicinの機能的阻害薬として汎用されており
(51)、大建中湯およびhydroxy sanshoolの癒着形成予防作用は、TRPV1 channelの関与が
推察される。しかしながら、RRの機序として[1] Ca2+ channelの阻害、[2] TRPV1 channel
に内蔵されている非選択的カチオンチャネルの阻害、さらには [3] TRPV1 だけでなく
TRPA1 およびKCNK9 にも相互作用を示すことが報告されている (52, 53) ため、大建中
湯およびhydroxy sanshoolが作用しうるchannelの解明は今後の課題となる。一方、膠飴
の影響については、第二章で記述したように術後早期のモデルとして位置付けられるラ
ット術後イレウスモデルにおける胃腸管輸送能の改善作用に膠飴 (2400 mg/10 mL per 
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kg) の高浸透圧が関与している可能性がある。すなわち、術後早期における胃腸管輸送
能の改善効果が、その後の癒着形成に影響を及ぼすと推察される。しかしながら本モデ
ルにおける膠飴の役割について不明な点が多く詳細な解明が必要であると考えられる。 
 以上の結果から大建中湯は TRP channels を介して癒着予防作用を示し、その活性成
分として hydroxy sanshool が見出された。このような大建中湯の作用機序の解明は、周
術期医療における新しい治療ストラテジーの開発に寄与する可能性がある。 
 
- 35 - 
 
第四節 小活 
 
 大建中湯はラット術後腸管癒着障害モデルにおいて癒着形成予防効果を示し、活性成
分の一つとして hydroxy sanshool が見出された。また作用機序として TRP channels の関
与が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
Figure 14  The hypothesis of mechanism of DKT and hydroxy sanshool on adhesion 
preventive effect in rat postoperative adhesive obstruction model.  The results in the present 
chapter suggest that DKT and hydroxy sanshool prevented the adhesion formation mediated by 
TRP channels or sensory nerves in the rat postoperative adhesive obstruction model. 
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第四章 術後腸管癒着障害におけるコリン作動性神経系の関与 
 
 
緒言 
 
第二および三章にて、大建中湯は術後麻痺性イレウスの消化管運動能低下を改善し、
術後癒着障害モデルにおいても癒着形成の予防効果を認めた。それらの周術期病態モデ
ルより得られた結果よりコリン作動性神経系および TRP channels が周術期合併症の改
善および予防効果に関与している可能性が推察される。 
本章では比較的頻度が高く術後長期にわたって発症しうる病態である腸管癒着に伴
う消化管障害について病態解析を行った。術後癒着形成の要因として広く認知されてい
る発症機序として、術後に障害を受けた部位で炎症反応により組織が結合し瘢痕組織を
形成することが知られている(53)。癒着形成予防のためのストラテジーには、様々な手
法や術式における注意点が提唱され試みられている(47, 51)。その例として、術後早期
からのプロカイネティクスによる治療は、低下した腸管運動の回復を促進させ、癒着形
成の予防につながる可能性があると示唆されている。また、癒着そのものを起こさない
ように腹腔鏡などを使用した手術創を最小限に留める術式も行われている。最近では手
術時に特殊なフィルム（セプラフィルムTM）を手術創直下に処置し機械的分離処置する
ことにより、漿膜面と腹膜面の癒着形成をの予防を行う(47, 51)。本章では、術後に誘
発される腸管運動機能低下に着目し癒着形成の病態解析を検討することとした。 
腸管運動機能は腸管神経系により制御され、特にコリン作動神経系は胃腸間輸送能に
おいて重要な役割を担う。このコリン作動神経系において、ACh は胃腸間運動機能の主
要な神経調節因子であり、消化管平滑筋の収縮活性を直接調節しうる。ACh の合成は
acetyl-coenzyme A (CoA)と choline から Cholineacetyltransferase (ChAT)により産生され、
神経終末より遊離される。この遊離された ACh の伝達は平滑筋に発現しているムスカ
リン受容体を介することにより筋収縮を示す(55)。これまでにコリン作動神経系と病態
の関連性について多様な分野で検討がなされている。手術創傷による炎症反応は癒着形
成の原因と考えられており、癒着形成部における腸管平滑筋の収縮活性が低下している
ことが報告されている(48)。またコリン作動神経系に焦点をあてるとラット腸炎におけ
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る ChAT 活性については活性化され(56)、一方で神経障害を伴う病態では抑制されると
報告されている(57)。寄生虫感染による腸炎モデルにおいては炎症部位での腸管からの
ACh 遊離が抑制され消化管運動機能の異常がみられる(58)。さらにラットを用いた小腸
移植術による検討では、移植はムスカリン受容体の down-regulation を招き、消化管運動
能の低下を誘発すると報告されている(59)。 
これらの知見から、術後の癒着障害に伴う腸管の炎症状態がコリン作動性神経系の機
能異常を誘発し手術後の消化管運動異常に関与する可能性が推察される。しかしながら
癒着形成とその消化管運動能に関連する病態解析はほとんどなされていない。そこで
我々は、コリン作動神経系の機能変化が術後腸管癒着形成に関与すると仮説をたて、消
化管運動機能と癒着形成の関連性について検討した。術後腸管癒着障害におけるコリン
作動神経系の関与について、は ACh 合成系である ChAT 活性、ムスカリン受容体の結
合能、さらにムスカリン受容体作用薬である bethanechol 処置による癒着形成を検討し
た。 
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第一節 実験方法 
 
(1) 実験動物 
 Sprague Dawley 系雄性ラット (6 週齢) は、日本チャールス・リバー株式会社 (横浜)
より購入した。ラットは室温 23 ± 1℃、湿度 55 ± 10％、12 時間毎の明暗周期 (名期 7：
00－19：00) 下で水および粉末飼料 (MF、オリエンタル酵母 東京) を自由摂取させ飼
育した。全ての動物実験は日本学術会議の定める動物実験の健康と使用に関するガイド
ラインに沿って作成された（株）ツムラのガイドラインに則とり実施された。 
 
(2) 試薬 
 タルクは和光純薬工業株式会社より購入した。Activated charcoal powder、choline 
chloride、acetyl-CoA、eserine、bethanechol chlorideおよびatropine sulfateは Sigma Aldrich  
(St. Louis, MO) から購入した。1-Quinuclidinyl [phenyl-4-3H] benzilate ([3H]QNB) は
Amersham Biosciences (Buckinghamshire、UK)から購入した。その他、実験に使用した試
薬は市販のものを用いた。 
 
(3) ラット術後癒着障害モデルの作製 
 ラット術後癒着障害モデルは、既報に従い作製した(9)。ラットは一晩絶食させ、飲
料水は自由摂取させた。ラットはエーテル麻酔下で 3cm 正中線に沿って開腹した。小
腸から盲腸までを丁寧に腹腔内から取り出し腸管を扇形に広げた。扇形に広げた腸管の
表面にタルク 50mg を均一になるように散布し、たたみ込んだ。その後腹腔内に小腸を
戻して腹部を縫合した。偽手術群の処置は、エーテル麻酔下で 3cm 正中線に沿って開
腹し、小腸に機械的刺激を加えるのみで、腹部を縫合した (Figure 9)。 
 
(4) 病理組織学的検査 
ラット術後腸管癒着障害モデルにおける病理組織学的検討は、手術後 3、7 および 10
日目に評価した。なお、偽手術群については、手術後 7 日目のみを検討した。 
 小腸組織は 15%中性緩衝ホルマリン液に浸漬固定された。定法に従い、パラフィン包
埋し、薄切後に Hematoxyline-eosin  (H&E)染色を行い顕微鏡観察した。 
- 39 - 
 
(5) 癒着形成の評価 
癒着形成は、癒着群および偽手術群ともに手術後 3、7 および 10 日目に評価した。動
物を屠殺し小腸を摘出した。癒着形成部位を丁寧に剥離しながら、癒着長と全小腸長を
測定した。癒着形成の評価は既報に従い行い癒着率として算出した (48)。すなわち癒
着率は、全癒着長を全小腸長で除して算出した。 
 
癒着率＝全癒着長／全小腸長×100  
 
(6) 胃腸管輸送能 
胃腸管輸送能は手術後 3、7 および 10 日目に測定をした。胃腸管輸送能の色素マーカ
ーとして 10% activated charcoal powder を 5%アラビアゴムに懸濁して用いた。全ての動
物は胃腸管輸送能を測定する前日に一晩絶食させた。動物に activated charcoal を 1mL
経口投与し、20 分後に屠殺した。屠殺後、胃から盲腸までの腸管を摘出し activated 
charcoal の移動長を測定した。胃腸管輸送能は色素マーカーの移動距離（cm）をもって
表した。 
 
(7) ChAT 活性の測定方法 
(7-1) 標本調製 
偽手術ラットおよび術後癒着障害ラットは断頭により屠殺し瀉血した。その後直ちに
偽手術ラットでは小腸組織を術後癒着障害ラットでは癒着形成部位の小腸組織を摘出
し氷冷した生理食塩水中に置換した。腸管標本は氷冷しながら余分な脂肪や粘膜層を取
り除きながら作製した。腸管標本の湿重量を測定した後 25mM phosphate buffer（pH 7.4， 
0.5% triton X100 含有）を約 12.5%（湿重量/mL%）になるように加えた。組織標本はテ
フロンホモジナイザーを用いてホモジネートした。ホモジネート溶液は可溶化を促進さ
せるために室温にてプレインキュベートを 10 分間行った。プレインキュベート後に遠
心操作（20,000×g , 60min 4℃）をおこなった。得られた上清は ChAT 測定用供試液とし、
その一部をタンパク量測定に用いた。タンパク定量は Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad 
Laboratory、Richmond、VA ) を用いて測定した。タンパク量の測定における検量線には、
牛血清アルブミン(BSA)を用いた。 
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(7-2) 反応 
ChAT 活性は既報(60)を一部改変し ACh 生成量を指標に行った。すなわち ChAT 活性
反応はChAT 測定用供試液 100μlに基質溶液 (10mM choline chloride，0.4mM acetyl-CoA，
0.2mM eserine，0.3mM NaCl，20mM EDTA-2Na を 0.1M phosphate buffer pH7.4 で調製） 
100μL を添加し、インキュベート(37℃，20min)することにより反応させた。反応停止お
よび除タンパクは、氷中にて 1M perchloric acid を 50μL 添加することによりおこなっ
た。10 分後に内部標準物質として 2mM ethylhomocholine (EHC) を添加した。反応溶液
は 1600×g 4℃にて遠心し、その上清を 0.45μm のフィルターに通し、電気化学的検出器
高速液体クロマトグラフィー（HPLC-ECD、株式会社エイコム 京都）にて生成された
ACh 量を測定した。 
 
(7-3) 検出システム 
この検出システムでは、ACh 分離カラム (EICOMPACK AC-GEL 4.6Φ×150mm；株
式会社エイコム) を choline、内部標準物質としての EHC と ACh の分離するために用い
られた。移動相は、 0.05M phosphate buffer pH8.4 (1.0mM EDTA、 0.4mMsodium 
decansulfonate 含有)を用い、流量は 0.7mL/min で設定した。白金電極は設定加電圧 0.45V 
vs 参照電極 Ag/AgCl で設定した。なお、カラム温度は 35℃で設定した。 
 
(7-4) ChAT 活性算出式 
ChAT 活性はタンパク量、反応時間あたりの ACh 生成量から以下の式から算出した。 
ACh 生成量=（インキュベーション後の ACh 生成量―煮沸ホモジネート中の ACh 量）
/インキュベーション時間（20min）/タンパク量 
 
(8) ムスカリン受容体結合実験 
(8-1) 膜標本の作製 
膜標本の作製は既報 (61)を参考に一部改変し行った。偽手術ラットおよび術後癒着
障害ラットは断頭により屠殺し瀉血した。その後直ちに偽手術ラットでは小腸組織を術
後癒着障害ラットでは癒着形成部位の小腸組織を摘出し氷冷した生理食塩水中に置換
した。膜標本は氷冷しながら余分な脂肪、組織および粘膜層を取り除き、筋層部を得た。
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筋層部は 10 倍量の 0.1mM phenylmethlsulfonyl fluoride (PMSF)を含む蔗糖溶液（250 mM 
sucrose, 2mM Tris-HCl buffer, pH7.4）でホモジナイズをした。ホモジナイズ溶液は遠心分
離（2500 ×g，15min）した後、その沈査に蔗糖溶液（0.1mM PMSF 含む）を新たに加え
再度ホモジナイズし 20,000 g (４℃)で 20 分間遠心分離した後、上清を捨て粗膜画分を
得た。粗膜画分は、1mL の蔗糖溶液（PMSF 含まない）を加え、直ちに液体窒素で凍
結して受容体結合実験に用いるまで-80℃で保存した。また、タンパク定量は，ローリ
ー法により測定した (62)。 
 
(8-2) 結合能の解析 
膜懸濁液（タンパク質量；400－500μg）に非選択的なムスカリン受容体拮抗薬である 
[3H]QNB（specific activity; 48.0Ci/mol）を 100－1600 pMの範囲 で添加し，25℃で１時間
インキュベーションを行った。各濃度のラベル体は 137mM NaCl、2.7mM KCl、0.5mM 
MgCl2、8.0mM Na2HPO4、1.5mMKH2PO4および 1.0mM CaCl2を含んだphosphate buffered 
saline (pH 7.2) を用いて調製した。インキュベーションした混合液はmembrane Harvester 
(M-24G; Brandel、Gaitherburg、Md)を用い、Whatman GF/B フィルターで吸引ろ過する
ことで結合－非結合リガンドを分離した。フィルター上の受容体－リガンド複合体を
4℃の 10mM Tris-HCl (pH 7.0)で 3 回洗浄した後、液体シンチレーションカクテル
（Crea-sol, Nakarai）を加えた。フィルター上の放射活性をPacrd-tris-Carb 2000CA液体シ
ンチレーションカウンタ （ーPackard instruments, Downers Grove、III）によって測定した．
非特異的結合は上述の操作過程で 10μM atropineをインキュベーション液に加え測定し
た。[3H]QNBのムスカリン受容体への特異的結合はScatchard 解析し、最大結合量
（Maximal binding capacity；Bmax）と解離定数（Dissociation constant；Kd）を算出した。 
 
(9) Bethanechol の検討 
Bethanechol の癒着形成に対する評価は、術後、ラットを 2－3 時間回復させた後 1 日
1 回経口投与を 1 週間行った。atropine は 1 日 1 回の皮下投与を 1 週間行った。最終投
与日の翌日にラットは屠殺し癒着率を解析した。 
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(10) 統計解析 
全ての実験結果は、平均値 ± 標準誤差で表記した。有意差検定は二群間には Student’s
検定を用いて行った。多群間の解析には Dunnett’s test もしくは Fisher’s PLSD test を用
い行った。ChAT 活性における有意差検定は、Adhesion 群と sham 群との有意差検定に
ついて two-way ANOVA を用い、続けて各日ごとに Student’s t-test を行った。なお危険
率 5%未満を有意差ありと判断した。  
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第二節 実験結果 
 
(1) ラット術後腸管癒着障害モデルにおける病理組織学的検討 
 
Figure 15 にラット術後腸管癒着障害モデルの病理組織像を示す。タルクを小腸に散布
することにより、術後 3 日目より、小腸漿膜部に壊死巣、繊維素の蓄積および肉芽腫性
炎が認められた。タルク散布による壊死とそれに伴う炎症反応が術後 7 日目を経過して
も持続していることが明らかとなった。すなわち、これらの変化と同時に繊維化も著明
に認められたことから炎症が慢性化している組織像と判断された。術後 10 日目の組織
像について肉芽腫性炎は認められるものの、炎症等の生体反応は鎮静化に向かう所見で
あり、鎮静化に伴い繊維化を中心とした強固な癒着状態にある所見を得た。術後 7 日お
よび 10 日目においては、タルクを取り囲むように合胞体が検出された。なお、偽手術
群では、著明な変化は認められなかった。 
 
Figure. 15  Histological observation of the talc-induced intestinal adhesions in rats (H&E, x50).  
Sham-operated at (A) 7 days after surgery, and talc-induced intestinal adhesion (B) 3 days, (C) 7 
days and (D) 10 days after surgery.  The arrow indicates syncytium. 
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(2) ラット術後腸管癒着障害モデルにおける癒着形成の検討 
 
ラット術後腸管癒着障害モデルにおける癒着形成の評価は術後 3、7 および 10 日目に
検討した。タルクを腸管へ散布した 3 日後には 8.4 ± 2.3%の癒着率を認め、癒着が形成
され始めてきたことを確認した。術後 7 日目には、34.8 ± 4.3%の癒着率を認め、術後 3
日目より癒着形成が増大してきたことを認めた。なお、術後 10 日目の癒着率は 28.1 ± 
4.4%を示し、術後 7 日目と比較し顕著な癒着率の増大は認められなかった。これらの結
果より、本モデルにおける癒着率は経日的な癒着形成を示し、術後７日目に顕著な癒着
形成を認めることが明らかとなった。 
 
 
Figure 16 Time dependent changes of adhesion rates in talc-induced intestinal adhesion in rats.  
The adhesion rate was calculated by dividing the total length of adhesions by the total length of 
the small intestine from 11 rats and is expressed as mean ± S.E.M.  
*Significantly different from the adhesion group at 3 days after surgery (Fisher’s PLSD test). 
N.D., not detected. 
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(3) ラット術後腸管癒着障害モデルにおける胃腸管輸送能の検討 
 
ラット術後腸管癒着障害モデルにおける胃腸管輸送能を術後 3、7 および 10 日目に検
討した。偽手術群における胃腸管輸送能は術後 3、7 および 10 日目において、それぞれ
70.9 ± 3.0、69.8 ± 2.3 および 75.5 ± 3.7 cm を示し、経日的な変化は認められなかった。
一方、タルク誘発ラット術後腸管癒着障害モデルでは、術後 3、7 および 10 日目におい
て 51.6 ± 3.6、69.8 ± 2.3 および 75.5 ± 3.7 cm を示し、偽手術群と比較して有意な胃腸管
輸送能の低下を認めた。ラット術後癒着障害モデルの胃腸管輸送能は術後早期（3日目）
より約 30%の低下を認め、その低下は術後 10 日目においても遷延していた (Table 5)。 
 
Table 5.  Time dependent changes of the gastrointestinal transit in the talc-induced intestinal 
adhesion in rats. 
Days after surgery Group Gastrointestinal transit (cm) 
3 
Sham  70.9 ± 3.0 
Adhesion   51.6 ± 3.6a 
7 
Sham  69.8 ± 2.3 
Adhesion   50.7 ± 2.3a 
10 
Sham  75.5 ± 3.7 
Adhesion   49.1 ± 2.3a 
 
Gastrointestinal transit was calculated as migration (in cm) of activated charcoal powder.   
Data of 11 rats are expressed the mean ± S.E.M. 
a Significantly different from the sham-operated group at p<0.001 (Student’s t-test). 
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(4) ChAT活性の検討 
 
 ラット術後腸管癒着障害モデルにおける小腸組織の ChAT 活性を経日的に検討した。
術後 3、7 および 10 日目に偽手術群およびラット術後腸管癒着障害モデルの小腸組織お
よび小腸癒着部位から採取した腸管組織を用いてChAT活性について検討を行ったとこ
ろ、術後腸管癒着障害群における ChAT 活性は偽手術群と比較して約 50%の有意な低下
を認めた (F[1, 42] = 14.974, P < 0.001)。術後 10 日目における ChAT 活性は、術後癒着障
害群において 11.9 ± 3.4 pmol/min per mg protein で、それに対して偽手術群は 23.2 ± 3.4 
pmol/min per mg protein で有意な活性の低下を認めた (Figure 17)。 
 
 
 
Figure 17 Time dependent changes of ChAT activity in talc-induced intestinal adhesion in rats. 
ChAT activity (pmol/min per mg protein) was measured in small intestine isolated from the 
sham-operated and adhesion groups.  Data of 7-9 rats are expressed mean ± S.E.M.  Two-way 
ANOVA revealed that there was a significant influence of group [F(1, 42)=14.974, *** 
P<0.001].  # Significantly different from sham-operated group at p<0.05 (Student’s t-test).  
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(4) ムスカリン受容体結合能の検討 
 
ムスカリン受容体結合能の検討は術後 7 日目に検討した。偽手術群およびラット術後
腸管癒着障害モデルの小腸組織および小腸癒着部位から調製した腸管の粗膜画分を用
いてムスカリン受容体の結合実験を行った。Figure 18 にScatchard plotとその解析結果を
示す。いずれの群においても[3H]QNBの受容体に対するBound/Free率と特異的結合量の
関係は直線性を示した。偽手術群およびラット術後腸管癒着障害モデル間で受容体に対
する[3H]QNBの最大結合量 (Bmax)と解離定数 (Kd) を比較したところ、偽手術群のKd
値は、190.1 ± 9.7 pMで、Bmax値は 62.6 ± 10.6 fmol/mg proteinを示し、ラット術後腸管癒
着障害モデルのKd値は 167.3 ± 23.3 pM、Bmax値は 116.0 ± 11.8 fmol/mg proteinであった。
すなわち、Kd値に関しては両群間で有意な差は認めなかったが、Bmax値に関しては、
ラット術後腸管癒着障害モデル群の方が偽手術群より約 2 倍高かった。 
 
 
 
Figure 18  Scatchard plot of muscarinic receptor binding assay in small intestine isolated from 
adhesion and sham-operated groups.  Each value is the mean ± S.E.M. of 4 rats.  *P < 0.05, 
compared with the sham group (Student’s t-test). 
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(5) Bethanechol の検討 
 
Figure 19 にラット術後腸管癒着障害モデルの癒着形成に対する Bethanechol の作用を
示した。(A) および (B)に Control 群と Bethanechol (10 mg/kg) 群の癒着障害像を示した。
Bethanechol (1 および 10 mg/kg)は用量依存的な癒着形成の予防作用を示した。特に
Control 群の癒着率が 32.6 ± 4.6%であったのに対して、Bethanechol (1 および 10 mg/kg) 
群では 22.5 ± 2.7%および 19.1 ± 3.1%を示し有意な癒着形成の予防作用を認めた。なお、
偽手術群は癒着形成を認めなかった。 
 
 
 
Figure 19 Gross appearance of talc-induced intestinal adhesion in rats.  (A) Control and (B) 
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bethanechol (10 mg/kg)-treated 7 days after surgery.  (C) Effects of bethanechol (1 and 10 
mg/kg) on the adhesion rate on the talc-induced intestinal adhesion in rats.  Bethanechol was 
administered orally once a day for seven days.  Adhesion formation was evaluated seven days 
after surgery.  Data of 15 rats are expressed as mean ± S.E.M.  
*Significantly different from the control group at P<0.05 (Fisher’s PLSD test).   
N.D. (not detected). 
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(7) ムスカリン受容体阻害薬の検討 
 
Bethanechol の癒着形成予防作用に対するムスカリン受容体阻害薬の影響を調べるた
めに atropine (1mg/kg)を皮下投与することにより検討した。Bethanechol (10 mg/kg per 
day)は癒着形成予防作用を示したが、atropine の処置によりその癒着形成予防作用は消
失した (Figure 20)。 
 
 
 
Figure 20 Influence of atropine (1 mg/kg) on the talc-induced intestinal adhesion-prevention 
effect of bethanechol (10 mg/kg).  Bethanechol was administered orally once a day for seven 
days.  Adhesion formation was evaluated seven days after surgery.  Atropine (1 mg/kg per 
day) was injected subcutaneously before test drug administration.  Data of 15 rats are 
expressed mean ± S.E.M.   
***Significantly different from the control group at P<0.001. 
†Significantly different from the bethanechol (10 mg/kg)-treated group at P<0.05 (Fisher’s 
PLSD test).  N.D. (not detected).  
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第三節 考察 
 
 本研究では、ラット術後癒着障害モデルを用いてコリン作働神経系の機能変化が癒着
形成に関与することを明らかとした。本検討で用いたタルク散布による癒着モデルは、
臨床的にも術者の手術用手袋の潤滑剤として用いられる際、術後腸管癒着の原因になる
として注意を喚起されてきたもので、その発生機序はタルクによる腸管の中皮細胞の剥
離、損傷およびフィブリンの析出などによると考えられる。開腹手術後には、漿膜面の
機械的損傷、細菌による感染、腹腔内浸出液の影響などで程度の差はあれど腸管相互な
いし腸管と腹壁との癒着は頻発する(40)。 
本モデルにおいても病理組織学的検討より手術 3 日後に小腸漿膜部に壊死巣、繊維素
の蓄積および肉芽腫性炎が認められた。術後 7 日および 10 日においても肉芽腫性炎お
よび繊維化の持続を認め、異物であるタルクを取り囲むように合胞体が検出された。炎
症反応が進行するにつれて、癒着形成は 8.4%から 34.8%へ増大していった。異物によ
り誘発された炎症反応は、細菌や真菌類などによる感染症起因と類似した癒着形成反応
である可能性が指摘されており (63)、本モデルにおける炎症反応もこのような事象を
一部反映していると考えられた。 
 消化管運動は、消化管壁内に存在する消化管壁内神経叢によって構成される「腸管神
経系 enteric nervous system」により感受し応答され腸管平滑筋等に伝達されることによ
り制御されており、その中でもコリン作動性神経系は重要な役割を担うと考えられてい
る(53)。消化管粘膜で炎症が起こり、これが進行して炎症が筋層に及ぶと腸管の運動機
能障害を引き起こすことが知られている(56)。しかしながら、周術期の癒着形成におけ
る消化管運動能については不明である。そこでラット術後癒着障害モデルを用いて胃腸
管輸送能について検討した。術後 3 日目における癒着群で胃腸管輸送能は偽手術群と比
較しておよそ 30%の低下を示し、その胃腸管輸送能の低下は術後 10 日においても持続
していた。この結果より術後癒着障害時において消化管運動機能に影響を及ぼすことが
明らかとなったため、消化管運動の制御機構の一つであるコリン作働神経系に着目した。
そこでコリン作動神経系の機能変化は ACh 合成酵素である ChAT と平滑筋収縮のトリ
ガーであるムスカリン受容体の変化について検討することとした。 
ChAT 活性は術後経日的に解析を行った。その結果、術後腸管癒着障害群において
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ChAT 活性は偽手術群と比べ術後早期 (術後 3 日)より約 50%の低下を認め、術後 10 日
目においては、術後癒着障害群 (11.9 ± 3.4 pmol/min per mg protein) に対して偽手術群は
23.2 ± 3.4 pmol/min per mg protein で有意な活性の低下を認めた。この結果より癒着形成
期において ChAT 活性低下に基づき ACh 合成系の低下が示唆された。 
 腸管のムスカリン受容体結合能に関しては、偽手術群と術後癒着障害群での比較にお
いて受容体の親和性 (Kd)には両群間で差はなかったが、受容対数 (Bmax) は術後癒着
障害群の方が偽手術群よりも約二倍の増加を示した。したがって本研究における受容体
結合能の解析において術後癒着障害群においてムスカリン受容体のup-regulationが示唆
された。このことは ACh 合成能の低下に伴うムスカリン受容体の代償的な up-regulation
と考えられコリン作動神経系の機能が障害されている可能性が示唆された。 
 これまでの結果より、癒着形成期においてコリン作動神経系の機能不全に伴い消化管
運動能機能障害が誘発される結果に基づいて癒着形成予防効果を検討することとした。
すなわち術後早期からのムスカリン受容体刺激によるコリン作動神経系の活性化が癒
着形成を予防する仮説が考えられた。Bethanechol はムスカリン受容体作用薬で、強力
に胃腸管収縮を惹起することが知られている(64)。本研究では、ラット術後癒着障害に
対するモデルにおける bethanechol の予防効果について検討をした。Bethanechol の経口
投与は、癒着形成を 30－41%の予防作用を認めた。その作用はムスカリン受容体の阻害
薬である atropine の皮下投与により有意に抑制された。したがってムスカリン受容体へ
の刺激はラット術後癒着障害モデルにおいて癒着形成を予防作用することが示唆され
た。しかしながら胃腸管運動機能の制御はコリン作動神経だけでなく多様な消化管の構
成組織との相互作用があるため(65)、さらなる研究が必要である。また今回用いた術後
癒着障害モデルは炎症反応が観察されることから、炎症と癒着形成についても明確にし
ておく必要性がある。  
 本章におけるこれらの結果は、ChAT 活性の低下とムスカリン受容体数増加の相関性
を示した。さらにムスカリン受容体の刺激が癒着形成予防を示すことが示唆された。本
検討より、コリン作動神経系の機能不全による胃腸管運動機能不全が、組織の癒着形成
を促進して術後腸管癒着障害を引き起こす可能性が示唆された。 
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第四節 小活 
 
 ラット術後腸管癒着障害モデルを用い癒着形成および腸管運動機能低下との関係を
明らかにし、特にコリン作動神経系において、ACh 合成能の低下およびムスカリン受容
体数の増加を認めコリン作動神経系の機能異常が示唆された。なお、ムスカリン受容体
への刺激は癒着形成予防効果を認めた。 
 
 
 
Figure 21 The hypothesis on dysfunction of cholinergic nervous system on postoperative 
adhesive obstruction.  The results in the present chapter suggest that inhibition of ACh 
synthesis is due to decrease ChAT activity and up-regulation of muscarinic receptors during 
adhesion formation.  The adhesion formation is complicated by change in the cholinergic 
nervous system and that alteration of gastrointestinal function might cause adhesion formation. 
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第五章 術後腸管癒着障害における TRPV1 channel の関与 
 
 
緒言 
 
先に第三章で大建中湯の癒着形成予防効果の薬理作用に TRP channels が関与している
可能性が示された。そこで、TRP channelsのうち TRPV1 channelを含む知覚神経系に焦点を
おいて病態解析を実施した。 
術後癒着障害では、癒着形成が頻度高く発症することに伴い、腹部痛を併発することが知
られている(14)。そもそも慢性腹部痛は、腸管相互間あるいは腸管と腹膜との間に生じた癒着
が原因となり、腸管運動の障害と腸内容物のうっ滞による圧力によって、腸管の可動域が制限
されたり、もしくは伸展したりすることで伸展受容器が刺激され腹痛が誘発されると考えられて
いる(66, 67)。このことは第四章に示したラット術後腸管癒着障害モデルの胃腸管輸送能の低
下を示したことからも、腸管運動障害がその要因となる可能性が推察される。一方でヒト腹壁
癒着組織による組織学的検討により、癒着部位に知覚神経が同定されており、この知覚神経
が神経性炎症や慢性疼痛に関与している可能性がある(15)。この癒着部位における知覚神経
系は術後創傷治癒において必要不可欠なものと推測される(67)が、その役割についてはさら
なる検討が必要と考えられる。 
TRPV1 channelは感覚神経一次求心性線維 (知覚神経) で特異的に発現する陽イオンチ
ャネルで、クローニングされた当初 vanilloid receptor subtype 1（VR1）と命名された。その後、
侵害刺激を受容する陽イオンチャネルの多くが属する TRP (transient receptor potential) イオ
ンチャネルスーパーファミリーの TRPV サブファミリーに分類され、transient receptor potential 
vanilloid receptor subtype-1（TRPV1）受容体と呼ばれている(68)。 
消化管において、TRPV1 channel は、腸管神経節や神経節間神経の全般（筋層，粘膜下
層，粘膜層）に発現しており、脊髄由来と考えられている(45)。TRPV1 channel の役割は炎症
に伴う痛覚過敏に関与するだけでなく消化管粘膜保護作用を有することが報告されている(46, 
47)。すなわち capsaicinによる知覚神経への刺激は様々な障害要因による消化管障害を減弱
させる一方で、TRPV1 channelの活性化は、知覚神経系から神経ペプチドを遊離することによ
り神経性炎症を促進する。特に炎症性腸疾患では、神経上のTRPV1 channelの up-regulation
- 55 - 
 
を伴うことが知られている(69)。このことから術後創傷に伴う炎症においても知覚神経系上の
TRPV1 channelの発現および機能変化を誘導する可能性がある。 
これらの知見から、TRPV1 channelを介する神経性炎症は、術後癒着障害において関与す
る可能性があると推測される。本章では、知覚神経に主に発現している TRPV1 channel に着
目して術後癒着障害における癒着形成予防効果について検討を行った。 
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第一節 実験方法 
 
(1) 実験動物 
 Sprague Dawley 系雄性ラット (6 週齢) は、日本チャールス・リバー株式会社 (横浜)
より購入した。ラットは室温 23 ± 1℃、湿度 55 ± 10％、１２時間毎の明暗周期 (名期 7：
00－19：00) 下で水および粉末飼料 (MF、オリエンタル酵母 東京) を自由摂取させ飼
育した。全ての動物実験は日本学術会議の定める動物実験の健康と使用に関するガイド
ラインに沿って作成された（株）ツムラのガイドラインに則とり実施された。 
 
(2) 試薬 
 タルクおよび capsaicin は和光純薬工業株式会社より購入した。RR、terbutallin および
aminophylline は Sigma Aldrich  (St. Louis, MO) から購入した。その他、実験に使用し
た試薬は市販のものを用いた。 
 
(4) ラット術後癒着障害モデルの作製 
 ラット術後癒着障害モデルは、既報に従い作製した。ラットは一晩絶食させ、飲料水
は自由摂取させた。ラットはエーテル麻酔下で 3cm 正中線に沿って開腹した。小腸か
ら盲腸までを丁寧に腹腔内から取り出し腸管を扇形に広げた。扇形に広げた腸管の表面
にタルク 50mg を均一になるように散布し、たたみ込んだ。その後腹腔内に小腸を戻し
て腹部を縫合した。偽手術群の処置は、エーテル麻酔下で 3cm 正中線に沿って開腹し、
小腸に機械的刺激を加えるのみで、腹部を縫合した (Figure 9)。 
 
(5) 病理組織学的検査 
(5-1)H&E 染色 
ラット術後腸管癒着障害モデルにおける病理組織学的検討は、手術後 7 日目に評価し
た。なお、偽手術群についても手術後 7 日目に検討した。 
 小腸組織は 15%中性緩衝ホルマリン液に浸漬固定された。定法に従い、パラフィン包
埋し、薄切後に H&E 染色を行い顕微鏡観察した。 
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(5-2) In situ hybridization 
偽手術ラットおよび術後癒着障害ラットは、術後７日目に屠殺し瀉血した。その後直
ちに偽手術ラットでは小腸組織を術後癒着障害ラットでは癒着形成部位を含む小腸組
織を摘出した。腸管組織は 4％パラホルムアルデヒド溶液で 24 時間浸積固定した。ISH
は、Microprobe Staining System を用いて行った。組織切片における mRNA は、oligonucleo 
tideantisense probe；ラット vanilloid receptor typeI mRNA ： 3’-CTTCAGGCTGTCTGTCTT
CCGGGGCAACGT-5’  (株式会社ファルマ 東京)でハイブリダイゼーションを行った。 
組織切片は、脱パラフィン処理を行い、0.25 mg/mL pepsin、0.1N hydrochlolic acid で 
消化した。組織切片は 45℃、30 分でハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイ
ゼーション後に standard sodium citrate (SCC)を用いて洗浄した。Biotin 標識されたハイブ
リッド生成物はアルカリフォスファタ一ゼ標識ストレプトアビジン（株式会社ファルマ 
東京）を用いて発色させ観察した。 
 
(6) リアルタイム RT-PCR 
(6-1) Total RNA の調製 
偽手術ラットおよび術後癒着障害ラットは、術後７日目に屠殺し瀉血した。その後直
ちに偽手術ラットでは小腸組織を術後癒着障害ラットでは癒着形成部位の小腸組織を
摘出し氷冷した生理食塩水中に置換した。腸管標本は氷冷しながら余分な脂肪などの不
要物を取り除き RNA later に浸漬させた。 
腸管組織のTotal RNA は、RNeasy®Lipid Tissue Mini kit (QIAGEN)を用いて抽出した。
組織 (50 mg) は、QIAzol Lysis reagent (QIAGEN) 1mL を添加後、直径 3 mm のジルコニ
アビーズ 2 個を加え、Micro Smash MS-100-R (TOMY SEIKO CO., LTD)を用いて 3,000 
rpm 3 分間組織破砕を行なった。破砕液に、クロロホルム 200 μL を添加し 15 秒間ボ
ルテックスし、室温で 2 分間静置した。12,000 × g 15 分間 (4℃) 遠心分離を行 
い、上層の水層を抽出し当量の 70%エタノールを添加し混和させた。その後、サンプル
は RNeasy mini spin column にアプライした。カラム洗浄後、RNA を抽出した。なお、
精製の途中で DNase 処理を行い、サンプル中に存在するゲノム DNA を分解した。total 
RNA は 50μL RNase-free water を用いて溶出し、NanoDrop ND-1000 spectrometer 
(SCRUM Inc.) を用いて吸光度(OD = 260nm)を測定した。 
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(6-2) 定量的 RT-PCR 法を用いた標的遺伝子の相対定量 
精製した total RNA 1μg から High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied 
Biosystems, CA, USA)を用い、Thermal Cycler (ABI 社製 GeneAmp PCR system 9700)にて
RT 反応 (25℃, 10 min → 37℃,120 min → 85℃,5 min) を行い、cDNA を合成した。cDNA 
は Trpv1 の TaqMan gene expression assay probe (probe ID; Rn00583117_m1, Applied 
Biosystems) と TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) を用いリアルタ
イム PCR 法により解析した。リアルタイム PCR 法は ABI Prism 7900HT (Applied 
Biosystems) を用いて行なった。PCR 反応条件は 50℃ 2 分、95℃ 10 分の後 95℃ 10 秒
-60℃ 1 min を 40 サイクルにより mRNA の発現量を測定した。標準 cDNA を用い β
アクチン （probe ID; Rn00667869_m1） を標的とした 
検量線を作成し、標的遺伝子の相対濃度を求めた。標的遺伝子の mRNA 発現量は、β
アクチンを内部標準として標準化した。 
 
(7) 癒着形成の評価 
癒着形成は、癒着群および偽手術群ともに手術後 7 日目に評価した。動物を屠殺し小
腸を摘出した。癒着形成部位を丁寧に剥離しながら、癒着長と全小腸長を測定した。癒
着形成の評価は既報に従い行い癒着率として算出した (48)。すなわち癒着率は、全癒
着長を全小腸長で除して算出した。 
 
癒着率＝全癒着長／全小腸長×100 
 
(8) Capsaicin の検討 
 Capsaicin の癒着形成に対する評価は、術後、ラットを 2－3 時間回復させた後 1 日
1 回の経口投与を 7 日間行った。RR は 1 日 1 回の皮下投与を 7 日間行った。最終投与
日の翌日にラットは屠殺し癒着率を解析した。 
  
(9) 知覚神経の除神経処置 
 知覚神経の除神経処置は既報 (70) に従い一部改変して行った。すなわち、10% Etanol
－10% tween 80－80％生理食塩水に懸濁した capsaicin を 2 日にわたり総量 125 mg/kg を
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皮下投与することにより行った。1 日目の朝に 25 mg/kg、夕に 50 mg/kg、2 日目の朝に
50 mg/kg を投与した。また、capsaicin 処置による呼吸障害を防ぐため terbutallin 0.1 mg/kg
および aminophylline 10 mg/kg を筋注にて前投与した後、capsaicin の投与をエーテル麻
酔下にて行った。動物は処置後 10 日目以後実験に用いた。ただし、capsaicin による除
神経処置を確認するために 0.1%capsaicin 含有生理食塩水を目に添加し wiping 反応の有
無を確認し、wiping 反応のない動物のみを除神経処置動物として実験に用いた。 
 
(10) 統計解析 
全ての実験結果は、平均値 ± 標準誤差で表記した。有意差検定は二群間には Student’s 
t-test を用いて行った。多群間の解析には Dunnett’s test もしくは Fisher’s PLSD test を用
い行った。なお、危険率 5％未満を有意水準とした。 
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第二節 実験結果 
 
(1)病理組織学的検討と TRPV1 mRNA の発現解析 
 
H&E 染色 
Figure 21 A, B に偽手術群および術後腸管癒着障害群の H&E 染色による病理組織像を
示す。術後腸管癒着障害群においてタルクを小腸に散布することにより、前章同様に小
腸漿膜部に壊死巣、繊維素の蓄積および肉芽腫性炎が認められ、タルク散布による壊死
とそれに伴う炎症反応が術後 7 日目においても認められることが明らかとなった。一方、
偽手術群における病理組織像は著明な変化は認められなかった。 
 
ISH 
Figure 21C, Dに偽手術群および術後腸管癒着障害群のISHによるTRPV1 mRNA発現の
局在を検討した。偽手術群および術後腸管癒着障害群ともに粘膜下層神経叢 
(Submucosal plexus)に認められた。さらに術後癒着障害群においては筋層間神経叢 
(Myenteric plexus)と癒着領域にもTRPV1 mRNAの発現を認めた。 
 
         
 
Figure 21 Histology of talc-induced intestinal adhesion rats (H&E stain; original magnification, 
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× 50). Sham-operated (A) and talc-induced intestinal adhesion (B) at 7 days after surgery.  
TRPV1 mRNA expression in the small intestine at 7 days after surgery determined by in situ 
hybridization histochemistry (original magnification, × 50).  Sham-operated (C) and 
talc-induced intestinal adhesion (D) at 7 days after surgery.  
*Indicates TRPV1 mRNA expression on the submucosal plexus region.   
†Indicates TRPV1 mRNA expression on the myenteric plexus region.   
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(2) ラット術後腸管癒着障害モデルにおける TRPV1 mRNA の発現解析 
 
Figure 22 に偽手術群および術後腸管癒着障害群の TRPV1 mRNA 発現解析結果を示し
た。TRPV1 mRNA 発現解析は、手術 7 日後に偽手術群およびラット術後腸管癒着障害
モデルの小腸組織もしくは小腸癒着部位を含む小腸組織の TRPV1 mRNA を real time 
RT-PCR により検討した。TRPV1 mRNA の発現は、偽手術群よりも術後腸管癒着障害群
の方が約 44%高い発現を示した。 
 
 
 
 
Figure 22  Expression of TRPV1 mRNA in small intestine (including adhesion regions) 
isolated from adhesion and sham-operated rats.  TRPV1 mRNA analysis was evaluated at 
seven days after surgery.  The TRPV1 mRNA expression was examined by using real time 
RT-PCR.  Each value is the mean ± S.E.M of 7–8 rats.  
**p<0.01, compared with sham-operated rats (Student’s t-test).
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(3) Capsaicin の癒着形成に対する作用 
 
Figure 23 にラット術後腸管癒着障害モデルの癒着形成に対する capsaicin の作用を示
した。(A) および (B)に Control 群と capsaicin (3 mg/kg) 群の癒着障害像を示した。偽手
術群では癒着形成は認められないものの、タルクを散布した術後癒着障害群の癒着率は
33.8 ± 4.1%を示し著明な癒着形成が認められた。本モデルに対し capsaicin (1 および 3 
mg/kg)の経口投与はそれぞれ 21.7±3.2%および 22.2 ±3.2%の癒着率で有意な癒着形成の
予防作用を認めた。しかしながら、この capsaicin による癒着予防作用は、用量依存的
な作用ではなかった。 
 
 
Figure 23  Gross appearance of talc-induced intestinal adhesion in rats. (A) Control and (B) 
capsaicin (3 mg/kg)-treated 7 days after surgery. (C) Effects of capsaicin (1 and 3 mg/kg) on the 
adhesion rate on the talc-induced intestinal adhesion in rats.  Data are expressed as 
mean±S.E.M. of 13 rats.   
*Significantly different from the control group at p<0.05 (Dunnett’s test).  N.D. (not detected).
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(4) 癒着形成における TRPV1 channel の関与 
 
Figure 24に capsaicinの癒着形成予防作用に対する TRPV1 channel 阻害薬であるRRの
影響を示した。術後癒着障害群の癒着率は 36.9 ± 3.1%を示し著明な癒着形成が認められ、
capsaicin (3 mg/kg)の経口投与は 24.0 ± 2.1%の癒着率で術後癒着障害群と比較して癒着
形成を有意に予防した。この capsaicin による癒着形成予防作用は、RR (1 mg/kg)の皮下
投与により完全に消失した。RR のみ処置した群では癒着形成に顕著な変化は認めなか
った。 
 
 
 
Figure 24  Effect of RR, TRPV1 channel antagonist on talc-induced intestinal adhesion rats.  
Capsaicin (3mg/kg per day) was administered orally once a day for seven days.  Adhesion 
formation was evaluated seven days after surgery.  RR (1 mg/kg per day) was injected 
subcutaneously before test drug administration.  Data are expressed as the mean ± S.E.M of 
18 rats.   
**Significantly different from the control group at p<0.01 (Fisher’s PLSD test). 
†Significantly different from the capsaicin-treated group at p<0.05 (Fisher’s PLSD test).  N.D. 
(not detected). 
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(5) 癒着形成における知覚神経の関与 
 
Figure 25 に癒着形成予防作用に対する知覚神経の除神経処置の影響を示した。術後癒
着障害群の癒着率は 30.7 ± 3.8%を示し著明な癒着形成が認められ、除神経群 (capsaicin
大量投与による機能欠如) は 19.9 ± 3.8%の癒着率を認め術後癒着障害群と比較して癒
着形成を有意に減少させた。また capsaicin (3mg/kg per day) による癒着形成予防作用は、
除神経処置により癒着形成に影響を与えず、その作用は消失することはなかった。 
 
 
 
Figure 25  Effect of sensory denervation on the preventive effect of capsaicin on talc-induced 
intestinal adhesion.  The ablation of sensory nerves was performed by a large dose of capsaicin 
administration.  Capsaicin (3mg/kg) was administered orally once a day for seven days.  
Adhesion formation was evaluated seven days after surgery. 
Data are expressed as the mean ± S.E.M of 11 rats.   
*Significantly different from the control group at p<0.05 (Fisher’s PLSD test). 
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第三節 考察 
 
本章では術後癒着障害における TRPV1 channel の関与を明らかとするため、その癒着
障害部位における TRPV1 mRNA 発現および局在について検討し、また癒着形成への関
与についても検討した。 
開腹手術後に生じる漿膜面の機械的損傷は、フィブリンの析出や炎症性細胞の浸潤な
どの増加が示唆されている。前章と同様に病理組織学的検討より、ラット術後癒着障害
モデルにおいても術後 7 日目に癒着障害部位では肉芽腫性炎および繊維化を認め炎症
反応が確認された。この炎症反応は癒着形成の起因となりうるが、創傷治癒反応におい
ては必要不可欠なものであるとも考えられる(67)。 
消化管において、TRPV1 channel は、腸管神経節や神経節間神経の全般（筋層，粘膜
下層，粘膜層）に発現しており、脊髄由来と考えられている(45, 71)。TRPV1 mRNA の
局在については十分な検討はされておらず、胃において縦走筋－筋層間神経叢で検出さ
れるという報告がある(72)。また TRPV1 channel の高発現は、大腸および回腸での種々
の炎症性腸疾患で認められ、TRPV1 channel の活性化が知覚神経刺激のトリガーとなっ
て神経ペプチド遊離が起こり腸疾患において重要な役割を担うと推察されている。今回
の検討において TRPV1 mRNA の発現を real time RT-PCR により解析したところ偽手術
群に比べて術後腸管癒着群は有意に高発現を示した。また TRPV1 mRNA 発現の局在は
In situ hybridization によって偽手術群および術後腸管癒着障害群の双方とも粘膜下層に
見出された。術後腸管癒着障害群においては筋層間神経叢および癒着部位にも TRPV1 
mRNA の局在を認めた。これらのことからもタルクを散布し惹起した術後癒着障害モデ
ルにおいて TRPV1 channel が炎症状態のもと神経上で up-regulation していることが示唆
された。さらに Figure 21 に示すように腸管臓器間の部位で形成される癒着領域で
TRPV1 mRNA の発現を認めた。癒着領域は通常、繊維芽細胞や炎症性細胞のみならず
コラーゲンおよびフィブロネクチンなどの莫大な量の細胞外マトリクスで構成されて
いる。TRPV1 channel の発現に関して最近の研究報告では肥満細胞 、マクロファージ
などの非神経細胞でも TRPV1 の発現する可能性があることが示されており(73)、本結
果で観察された癒着部位での TRPV1 発現細胞が、こういった非神経細胞由来である可
能性も考えられる。そのため、癒着領域における細胞の特性についてはより詳細に解析
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する必要性がある。以上の解析結果より術後癒着形成に TRPV1 channel の関与の可能性
が推察されたため、TRPV1 channel と腸管癒着との関係を明確にするため TRPV1 
channel のリガンドである capsaicin の影響を検討することとした。 
唐辛子の辛味成分である capsaicin は、主に知覚神経に局在する TRPV1 channel を興奮
させることが知られており、薬理学的ツールとして汎用されている。Capsaicin による
TRPV1 channel の刺激は、軸策反射を介し末梢組織のホメオスタシスを調節するため、
calcitonin gene-related peptide などの神経ペプチドを遊離させる(47, 74)。ラット術後腸管
癒着障害モデルを用いて capsaicin の癒着形成に与える影響を検討したところ、capsaicin
の 1、3 mg/kg 投与は有意に癒着形成を予防した。しかしながら、この作用は用量依存
的な作用とは認められなかった。これまでの報告では、capsaicin 処置による知覚神経系
への刺激は神経ペプチド遊離を介することにより、消化管運動、血管拡張、粘液/HCO3-
分泌などの生理反応により消化管粘膜のホメオスタシスの維持に関与する(47)。この
capsaicin による胃粘膜保護作用は“neural emergency system”と呼ばれている(47)。これら
の報告における胃粘膜保護作用は、TRPV1 channel を介する胃血流増加が密接に関わっ
ていることが示されている。このような保護作用を有する一方で、TRPV1 欠損マウス
や知覚神経の除神経処置動物モデルを用いた検討では dextran sulfate sodium 誘発潰瘍性
大腸炎(75)や酸誘発の食道炎(76)などの消化管の炎症性疾患を減弱させるという報告も
されている。これらの知見から capsaicin の薬理作用は神経終末より遊離される神経ペ
プチドの生理機能と知覚神経上の TRPV1 channel の脱感作に基づくものが想定される。
したがって、本結果の腸管癒着形成予防作用に TRPV1 の活性化もしくは脱感作のどち
らに基づく機序であるかを明確にするために [1] TRPV1 channel の阻害薬である
ruthenium red、[2] capsaicin 大量処置による知覚神経の除神経処置動物を用いて検討を行
った。Capsaicin の癒着形成予防作用は RR の皮下投与処置で有意に消失した。したがっ
てcapsaicinの癒着形成予防作用はTRPV1 channelを介した知覚神経の刺激によるものと
示唆された。なお 7 日間の capsaicin の経口投与処置における本実験条件下では
0.1%capsaicin 滴眼処置で wiping 動作を示すことから知覚神経の脱感作は起こっていな
いように考えられた。一方で知覚神経の除神経処置自体でも癒着形成予防作用を示した。
これらの結果は、TRPV1 channel もしくは知覚神経は癒着形成時に重要な役割を担うこ
とを強く示唆しているが、capsaicin の癒着予防効果に対する拮抗薬と除神経処置による
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相違など、その作用様式は複雑であり、今後さらなる研究を積み重ねる必要がある。ま
たこのパラドックスについて二点ほど考察することができる。一点目として、TRPV1 
channel の刺激は癒着形成において諸刃の剣であるかもしれないということである。す
なわち TRPV1 channel を介することによる生理反応、例えば消化管運動や血流の増加は
創傷からの治癒を促進する可能性を有していること、そして TRPV1 channel 刺激は組織
障害を悪化させ神経性炎症をもたらす可能性もまた有していることである。このことは
capsaicin の投与タイミング、刺激強度そして TRPV1 channel 刺激の生理状況が癒着形成
に対して多様な作用をもたらす可能性をもっていると考えられる。二点目に capsaicin
投与による病態生理もしくは薬理作用が TRPV1 channel 以外の標的である可能性も排
除することはできない。RR は、capsaicin の阻害薬として汎用されているものの、その
作用は非選択的で TRPA1 channel などの非選択的に多様な channel を抑制することが報
告されている(51)。また capsaicin の作用も TRPV1 channel に対するアゴニスト活性以外
にも生理活性を有することが報告されている(77)。Capsaicin の大量処置による知覚神経
の除神経処置は薬理学的ツールとして用いられているものの重篤な神経障害を与える
ことが知られており(78)、そのため生理活性を破綻させているかもしれない。これらの
ことを考慮すると癒着形成における TRPV1 channel の役割はさらなる検討が必要であ
る。 
本章では、ラット術後癒着障害モデルにおいて消化管の TRPV1 mRNA の発現および
局在が変化することを明らかとした。TRPV1 channel の刺激および知覚神経の除神経処
置の双方で癒着形成予防作用を認めたことから、TRPV1 channel もしくは知覚神経は癒
着形成期において複雑な作用様式であるものの重要な役割を担うことが示唆された。す
なわち TRPV1 channel の調節は術後癒着障害において新規の治療ストラテジーを提供
するものと考えられる。 
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第四節 小活 
  
ラット術後腸管癒着障害モデルを用い癒着形成と TRPV1 channel の関与を検討し、癒
着部位における TRPV1 mRNA の高発現、および各種神経叢および癒着部位での発現を
見出した。また、capsaicin の投与および知覚神経の除神経処置の結果から、病態形成時
における TRPV1 channel もしくは知覚神経の関与が示唆された。 
 
 
 
Figure 26  The hypothesis on TRPV1 channel and/or sensory nerves pathways may be 
involved in pathogenesis of postoperative adhesive obstruction.  The results in the present 
chapter suggest that localization of TRPV1 mRNA in the submucosal, myenteric plexus and 
adhesion regions on the rat postoperative adhesive obstruction model.  Modulation of TRPV1 
channels may involved in prevention of postoperative adhesive obstruction..   
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結語 
 
 
本研究では周術期における大建中湯の効果を中心に開腹術後における消化管障害に
関連した病態解析を検討し、以下の結論を得た。 
 
1. 大建中湯はラット術後麻痺性イレウスモデルにおける胃腸管輸送能の低下を改善し、
構成生薬のうち山椒および膠飴が改善効果に関与することが示された。また作用機
序としてコリン作動性神経系および 5-HT4受容体が示唆され、膠飴による高浸透圧
も作用の一部として関与していることが示された。 
 
2. 大建中湯はラット術後腸管癒着障害モデルにおいて癒着形成予防効果を示し、活性
成分の一つとして山椒の主成分 hydroxy sanshool が見出された。また作用機序とし
て TRP channels の関与が示唆された。 
 
3. ラット術後腸管癒着障害モデルを用い癒着形成および腸管運動機能低下との関係を
明らかにし、特にコリン作動神経系において、ACh 合成能の低下およびムスカリン
受容体数の増加を認めコリン作動神経系の機能異常が示唆された。なお、ムスカリ
ン受容体への刺激は癒着形成予防効果を認めた。 
 
4. ラット術後腸管癒着障害モデルを用い癒着形成と TRPV1 channel の関与を検討し、
癒着部位における TRPV1 mRNA の高発現、および各種神経叢および癒着部位での
発現を見出した。また、capsaicin の投与および知覚神経の除神経処置の結果から、
病態形成時における TRPV1 channel もしくは知覚神経の関与が示唆された。 
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以上、本研究は周術期における大建中湯の効果を中心に開腹術後における消化管機能
障害に関連した病態解析を検討し、大建中湯の周術期医療への有用性を示した。 
本研究の成果は、複雑な周術期における術後麻痺性イレウスから術後癒着障害への病態
の発現機構の解明と効果的な周術期医療の開発のための基礎的知見となりうるものと
考えられる。 
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